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ADNOTARE
Globa Tatiana
”Profilul molecular al stromei in proliferarile benigne si maligne ale prostatei”
Teza de doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2022
Structura tezei: introducere, 5 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din 236
titluri, 119 pagini de text de baza, 77 figuri, 23 tabele, 3 anexe. Rezultatele obtinute sunt publicate
in 12 lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: carcinom de prostatd, adenom de prostata, stroma reactiva, matrice extracelulara,
celulele a-SMA+, macrofage CD68+, celule S100+, mastocite, angiogeneza, receptori androgeni.
Scopul lucrarii: Studierea componentelor stromale ale prostatei prin evaluarea rolului factorilor
stromali In tumorogeneza, in vederea imbunatatirii diagnosticului histologic.
Obiectivele cercetarii: Studiul histologic si imunohistochimic al modificarilor stromale
(componentele celulara si extracelulard) in leziunile proliferative benigne si maligne de prostata;
studiul retelei vasculare sanguine (densitatii vasculare si tipurilor de vase) raportata la severitatea
leziunilor hiperplazice de prostatd; estimarea intensitatii de exprimare a receptorilor androgenici
de catre celulele stromale si glandulare.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima datd a fost efectuat un studiu complex si
comparativ al modificarilor stromale in cele doua leziuni hiperplazice de prostata. Aplicarea unui
panel de trei anticorpi pentru mastocite a permis imunofenotipizarea lor, precum si stabilirea unui
imunofenotip unic mastocitar in ariile peritumorale din adenocarcinoamele de prostata. A fost
stabilit ca expresia stromald AR in carcinomul de prostatd scade proportional cu cresterea gradului
de atipie tumorald, ceea ce poate fi interpretat ca o selectie naturald a celulelor stromale AR
negative fata de celulele AR pozitive. A fost stabilit ca celulele dendritice stromale pot fi
considerate elemente de prognostic.
Problema stiintifica importanta solutionata: Fenotipului reactiv al stromei apare deja in
leziunile proliferative cu caracter benign; macrofagele, mastocitele si celulele dendritice se
reprogrameaza reciproc, contribuind la secretia unor substante biologic active cu rol reglator in
procesele de proliferare si angiogeneza; scaderea numarului celulelor dendritice stromale in
adenocarcinomul de prostata este un factor de prognostic nefavorabil.
Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii: Prin analizarea evolutiei modificarilor
cantitative si calitative ale populatiilor celulare, si ale componentelor matricei extracelulare a fost
posibild completarea cunostintelor existente cu informatii noi despre implicarea stromei in
procesele proliferative ale parenchimului prostatei, confirmarea utilitatii metodelor histologice si
imunohistochimice in diagnosticarea si evaluarea severitatii proliferdrilor de prostata.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului dat au fost implementate in
activitatea didactica si stiintifica a Catedrei de histologie, citologie si embriologie si a

Laboratorului de morfologie al USMF “Nicolae Testemitanu”.



AHHOTALUA
I'i1o6a TaTbsna
«MousekynsipHBIi NPOPUIbL CTPOMBI IPH J00POKAYECTBEHHOM U 3/10Ka4eCTBEeHHOM
npoJupepannu npeacTaTeJbHOM xkene3bl», Jluccepranus Ha COMCKaHUe YYEHOI cTeneHun
KaHJAUIATa MeIUUIMHCKUX HayK, Kummnnes, 2022
CTpyKkTypa auccepTalMM: BBEACHHE, S5 TJaB, OOIIME BBIBOABI M peKOMeHnanuu, 236
oubmorpadguiecKkux UCTOYHUKOB, 119 cTpaHuil OCHOBHOTO TEKCTa, /7 PUCYHKOB, 23 TaOyuIIb, 3
npuioxenus. [lomydeHHble TaHHBIE OMyOIMKOBaHbI B 12 HayYHBIX CTaThsIX.
KiaueBble ciioBa: KaplMHOMa NPOCTaThl, aJeHOMa MPOCTAThl, PpPEaKTUBHAas CTPOMa,
MEXKJIETOUHBIN MaTpuke, a-SMA+ kinetku, CD68+ makpodaru, S100+ kneTku, TydHbIe KIETKH,
aQHTUOTeHEe3, aHAPOTCHHbIE PELIENTOPBbI.
Hean uccaenoanms: V3yueHue ctpoManbHble KOMIIOHEHTHI IPECTATEIbHON JKETIE3bI, OLIEHUB
poOJib CTPOMAJbHBIX (DAKTOPOB B OHKOIEHE3€, C LENbI0 YIy4IIEHUS T'MCTOJIOTHYECKOM
JIMarHOCTUKU.
3agaum ucciaenoBaHusi: ['UCTOIOrM4YECKOE U UMMYHOTMCTOXMMHUYECKOE U3yUEHHE M3MEHEHUN
CTpPOMBI  (KJIETOYHOTO U BHEKJIETOYHOTO KOMIIOHEHTOB) MpHU JI0OPOKAYECTBEHHBIX U
3JI0KAYECTBEHHBIX NPOJIM(EPaTUBHBIX MOPAKEHUSIX NPEACTATEIBHON >KENe3bl; UCCIIEIOBAHUE
KPOBEHOCHOM CE€TH, IUIOTHOCTU COCYJOB M THUIIOB COCYAOB B 3aBHCHUMOCTU OT TSXKECTU
TUIEPIIACTUYECKOTO IMOPAXEHUS] IPEACTATEIIbHON JKEeNe3bl; ONpeesIeHue HWHTEHCUBHOCTU
9KCIPECCHH PELENITOPOB aHIPOr€HOB CTPOMAJIBHBIMHU U JKEJIE€3UCThIMU KIETKaMHU.
HoBu3Ha M OpMIHHAJBHOCTH HCC/IeAOBaHMIi: BrepBble NpOBEIEHO KOMIUIEKCHOE U
CPaBHUTEJIBHOE HCCIEI0BAaHUE CTPOMAJIbHBIX M3MEHEHUIl MNpH JBYX TI'MIEPINIACTUYECKHX
HNOpaXEHUSX IpeJCTaTeNbHOM jkene3bl. Vcmonb3oBaHUE TpeX aHTUTEN Uil TY4YHBIX KIIETOK
MO3BOJIMJIO IPOBECTH HUX HMMMYHO(PEHOTUIIMPOBAHUE, a TaKK€ YCTAaHOBUTh EJAMHBIN
UMMYHO(EHOTHUIT TYYHBIX KJIETOK B IEPUTYMOPAJIbHBIX 30HaX aJJCHOKAPIIMHOMBI ITPECTATEIbHOM
JKene3bl. bbUIO YCTaHOBJIEHO, UTO CTpOMaJIbHasA 3Kcnpeccuss AP B pake npeacTaTesbHON sKele3bl
CHM)KAETCSA C YBEIMUYEHUEM CTEIEHM ATHUIIMU OIyXOJH, YTO MOYKHO HMHTEPIPETUPOBATH Kak
€CTeCTBEHHbIN 0TOOp AP- cCTpoMalIbHBIX KJIETOK IO cpaBHEHHIO ¢ AP+ kiieTkaMu. Y CTaHOBJIEHO,
YTO CTPOMAJIBHBIE JEHAPUTHBIE KJIETKH MOXKHO PAaCCMaTpUBATh KaK IPOTHOCTHUYECKUE DJIEMEHTBHI.
Peménnass HayuyHasi 3agava: PeakTuBHas cTpoMa yxe TMOSBISETCS NMPU JT0OPOKAaYeCTBEHHBIX
nposin(epaTuBHBIX MOPAKEHUSIX MPOCTAThl; MaKpodaru, TydyHble KIETKU U JICHAPUTHBIE KIETKU
HepenporpaMMHUpPYIOT JApYyT JIpyra, CHOCOOCTBYS CEKpeLUH OMOJIOTMYECKM aKTHBHBIX BEIIECTB,
UTPAIOLIUX PETYIHPYIONLYIO POJIb B IIpoleccax Mpoiaudepaluy U aHTHOreHe3a; CHIKEHUE Yucia
CTPOMAJIBHBIX JIEHAPUTHBIX KJIETOK IIpH KapUMHOME TPEACTATEIbHOW JKEJE3bl SBIAETCS
HEeOJaroNpUsITHBIM MPOTHOCTHYECKUM (DAKTOPOM.
Teopernueckass ¥ NpakTH4YecKass 3HAYMMOCTL PaldOTbI. AHaIM3UPYS  SBOJIIOLUIO
KOJIMYECTBEHHBIX M KAUYeCTBEHHBIX W3MEHEHUN KIETOYHBIX TOMYJALUUNA, KOMIIOHEHTOB
BHEKJIETOUHOTO MaTpHUKCa, yJAJIOCh JOMOJHUTh MMEIOIIMECS 3HAHUS HOBBIMU CBEICHUSIMH 00
y4acTUU CTPOMBI B MPOJIU(EPATUBHBIX MPOIIEcCax MPOCTaThl, a TAKXKE MOATBEPAUTD MOJIE3HOCTh
TUCTOJOTMYECKMX M MMMYHOTHCTOXMMHUYECKUX METOJOB B JIMArHOCTUKE U OIEHKE TSHKECTU
TUIEPIIIIACTUYECKUX ITOPAKEHUAX NIPEACTATENBHOMN JKEIIE3bI.
BHenpenue Hay4YHbIX pe3yJbTaToOB: Pe3ynbTaThl NaHHOTO HMCCIEIOBaHUS ObUIM BHEJIPEHBI B
Hay4yHO-yueOHOM Tporiecce Ha Kadenpe rucTonoruu, HOUTOJIOTMM M SMOpPUOJIOTHM M B
Jlabopatopun mopdonorun YI'M® num. Hukonae Tectemunany.



ANNOTATION
Globa Tatiana
""Molecular profile of the stroma in benign and malignant proliferations of the prostate™
PhD, Thesis in medical sciences, Chisinau, 2022
Thesis structure: introduction, 5 chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography of 236 titles, 119 pages of the main text, 77 figures, 23 tables, 3 annexes. The
obtained results have been published in 12 scientific papers.
Keywords: prostate carcinoma, prostate adenoma, reactive stroma, extracellular matrix, a-SMA+
cells, CD68+ macrophages, S100+ cells, mast cells, angiogenesis, androgen receptors.
The aim of the research: To study the stromal components of the prostate by evaluating the role
of stromal factors in the tumorogenesis, in order to improve the histological diagnosis.
The research objectives: The histological and immunohistochemical studying of stromal changes
(cellular and extracellular components) in benign and malignant proliferative lesions of the
prostate; studying of the blood vessles network, vascular density and vessel types in relation to the
severity of hyperplastic prostate lesions; evaluation of the intensity of androgen receptor
expression by stromal and glandular cells.
The scientific novelty and originality: For the first time, a complex and comparative study of
stromal changes of the two prostatic hyperplastic lesions has been performed. The usage of three
mast cell antibodies allowed their immunophenotyping, as well as the establishment of an unic
mast cell immunophenotype in the peritumoral areas of the prostate adenocarcinomas. It has been
established that AR stromal expression in the prostate carcinoma decreases with increasing tumor
histologycal degree, that can be interpreted as a natural selection of negative AR stromal cells
versus positive AR cells. It has been established that stromal dendritic cells can be considered a
prognostic elements.
The scientific solved problem: The reactive stroma already appears in the benign prostate
proliferative lesions; macrophages, mast cells and dendritic cells reprogram each other,
contributing to the secretion of biologically active substances with a regulatory role in the
processes of proliferation and angiogenesis; decreased stromal dendritic cell count in the prostate
carcinoma is an unfavorable prognostic factor.
The theoretical significance and applicative value of the research: Analyzing the evolution of
quantitative and qualitative changes of cell populations, and extracellular matrix components, it
was possible to supplement the existing knowledge with new data about the involvement of stroma
in the prostate proliferative processes, as well as to confirm the usefulness of histological and
immunohistochemical methods in the diagnosis and assessment of the severity of hyperplastic
lesions of the prostate gland.
The implementation of scientific results: The obained results of this research were implemented
in the teaching and scientific processes of the Department of Histology, Cytology and Embryology
and the Laboratory of Morphology of "Nicolae Testemitanu” SUMPh,



ADN
BSP
CAF
CHY
CK

c-kit
CSF-1
CX3CL1
CXCL14
DC

DHT
MEC
EMT
FAP
FGF
FSP
GFRa
GM-CSF
hAR
HBP
Hesl
HGF
HGPIN
HIF1a
IFN-y
IGF

IL

LPC

LT
LUTS
MAP-kinaza
MCP-1
MCT

LISTA ABREVIERILOR

acidul dezoxiribonucleic
sialoproteina osoasa
fibroblaste cancer-asociate
chimaza mastocitara

citokeratine

proto-oncogena care codifica proteina receptorului tirozin kinaza

factor de stimulare a coloniei de macrofage
fractalina, chemokona ce apartine familiei CX3C
chemokina ce apartine familiei CXC

celuld dendritica

di-hidro-testosteron

matrice extracelulara

tranzitie epitelio-mezenchimala

proteina de activare a fibroblastelor

factorul de crestere al fibroblastelor

proteina specificd a fibroblastelor

receptorul familiei GDNF alfa

factor de stimulare a coloniei de granulocite-macrofage
receptor androgenic uman

hiperplazia nodulara benigna de prostata

factor de transcriptie

factor de crestere a hepatocitelor

neoplazia prostatica intraepiteliala de grad inalt
factor 1-alfa inductibil de hipoxie

interferonul gamma

factorul de crestere al insulinei

interleukine

lizofosfatidilcolina lipidica

leucotrienele

simptomele tractului urinar inferior
protein-kinaza mitogen activata

proteina chemoatractantd pentru monocite 1

triptaza mastocitara



MMP
MT
NPFs
OMS
CaP
PDG
PDGF
PDGF-R
PIN
PSA
PSAP
PSCA
S1P
SCF-R
SDF-1
SMC
STAT3
TAM
TGF
TGF-a
TGF-p
TRYP
TURP
uPA
VEGF
VEGFR
oER
a-SMA

metaloproteinazele matriciale

colorarea tricrom Masson

fibroblastele normale de prostata

organizatia mondiald a sanatatii

adenocarcinomul de prostata

prostaglandinele

factorul de crestere derivat din trombocite

receptor al factorului de crestere derivat din trombocite
neoplazie intraepiteliala prostatica

antigenul specific prostatic

fosfataza acida specifica prostatica

antigenul celulelor stem de prostata

fosfatul de sfingozina-1

receptor al factorului de crestere pentru celula stem/mastocite
factor-1 derivat din celula stromala

celula musculara neteda

activatorului de transcriptie-3

macrofagele cancer asociate

factorul de crestere tumoral

factorul de crestere transformat-a

factorul tumoral de crestere-3

triptaza

rezectia transuretrald a prostatei

activator al plasminogenului urokinazei

factorul de crestere a endoteliului vascular

receptor pentru factorul de crestere a endoteliului vascular
receptori estrogenici o

a-actina muschi neted



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei

Prostata reprezintd cea mai mare glanda accesorie a sistemului reproductiv masculin, fiind
organizatd arhitectural in doud compartimente dominante: epitelial si stromal. Aceste
compartimente interactioneazd reciproc, moment foarte important pentru dezvoltarea si
diferentierea prostatei [19, 37]. Glanda prostatica reprezinta singurul organ intern care creste in
volum de-a lungul varstei. In prezent, mecanismele specifice care controleaza aceasti extindere
sunt necunoscute. Majoritatea prostatelor sunt heterogene in compozitia sa tisulara. Dincolo de
varsta de 30 de ani, arhitectura histologicd a prostatei suferd diverse deviatii focale de la
morfologia normald. Prevalenta, intensitatea si severitatea abaterilor cresc progresiv pand in
decada VII [132]. Aceste modificari pot fi rezultatul actiunii androgenice si/sau a proceselor
inflamatorii, care determina fie un efect trofic exagerat al glandei, fie o inflamatie cronica. Injuria
epiteliala repetatd, mentinutd pe parcursul procesului de imbatranire, atunci cand este nevoie
criticd de actiunea androgenilor in reglarea biologiei glandelor prostatei, duce la schimbarea
biologiei celulare de la una bine diferentiata la una de tip reparativ [184, 216].

Prostata este organul unde isi au localizarea doud patologii proliferative: hiperplazia
nodulara benigna si adenocarcinomul. Carcinoamele si hiperplazia benigna sunt cele mai frecvente
leziuni, constituind peste 90% din toate afectiunile prostatei [3]. Astfel ca, pe plan local, cat si pe
plan mondial, pentru tratamentul acestor doua maladii de prostatd si pentru ingrijirile medicale
paliative a populatiei masculine imbatranite sunt cheltuite mijloace semnificative. Hiperplazia
benignd de prostatd apare, In special, in zona de tranzitie a prostatei, in timp ce focarele de
adenocarcinom apar in principal in cea perifericd. Cauzele care dicteaza aceasta specificitate
zonala in afectiunile de prostata sunt inca neelucidate [3, 117]. Desi ambele patologii apar la
aceeasl categorie de persoane, modificdrile morfologice caracteristice sunt diferite pentru fiecare
patologie in parte, ceea ce sugereaza ca aceste boli sunt independente. Totusi, in literatura de
specialitate se pot regdsi date despre existenta unei relatii spatiale intre hiperplaziile prostatice
benigne si carcinoamele de prostata. ,,Prin relatii spatiale se subinteleg cazurile de evolutie ale
adenocarcinomului pe fundal de hiperplazie benigna” [44, 69]. HBP se caracterizeaza printr-0
proliferare progresiva, discontinua, atat a celulelor epiteliale glandulare, cat si a celulelor stromale,
care, in final, duce la cresterea glandei si evolutia Simptomelor clinice [184]. Diverse studii au
aratat ca prevalenta HBP creste semnificativ dupa cel de-al patrulea deceniu al vietii, astfel ca, 75-
85% dintre barbatii cu varsta de peste 40-50 ani deja dezvolta microscopic hiperplazia benigna de prostata,
iar la barbatii cu varsta peste 80 de ani hiperplazia de prostata in 90% este omniprezentad [99].

Prevalenta ridicatd a leziunilor proliferative benigne de prostata la populatia varstnica a determinat
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unii cercetdtori sd considere hiperplazia prostaticd drept un rezultat omniprezent al imbatranirii.
Mecanismele moleculare exacte care stau la baza initierii, mentinerii si dezvoltarii hiperplaziei
raman a fi doar partial descifrate [99].

La ora actuala, carcinomul de prostata (CaP), la nivel mondial, conform statisticilor oficiale
oferite de Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS), reprezinta cea de-a doua neoplazie ca frecventa
de aparitie si diagnosticare in populatia masculind, fiind devansata de cancerul pulmonar si a sasea
neoplazie ca frecventa in general, depasit de cancerele colorectal, pulmonar, cutanat, de san si
gastric. De asemenea, CaP reprezinta cea de-a sasea cauza de deces prin cancer in lume la populatia
de sex masculin [104]. Dintre toti factorii de risc, varsta si antecedentele familiare de cancer de
prostata raman a fi factorii cu relatie directd in aparitia carcinomului de prostata. Astfel, incidenta
cancerului de prostata creste rapid odata cu varsta, in special dupa varsta de 50 de ani, desi in
ultimul timp se observa tot mai mult aparitia acestuia si la barbati sub 50 ani. Varsta medie
calculata a pacientilor cu CaP in Republica Moldova este aproximativ - 69 de ani [3].

Adenocarcinomul de prostata este o forma foarte imprevizibila de cancer. Intrucat multe
tipuri de cancer de prostata sunt cu crestere lenta si ar putea fi lasate fara tratament, altele sunt
foarte agresive. Carcinoamele de prostatd sunt considerate a fi patologii cu caracteristici si
comportamente biologice variate. Mai mult, adenocarcinoamele de prostata sunt reprezentate de
multiple focare cu heterogenitate histologica si moleculara variatd in cadrul aceleasi leziuni. In
ciuda unor realizari mari din domeniu, incad raman multe intrebari fara raspuns. Este unanim
acceptat faptul ca adenocarcinomul de prostata este precedat de leziune preneoplazica cunoscuta
sub numele de neoplazie intraepiteliala prostatica (PIN) [11]. Modificarile histologice aparute in
PIN amintesc in de aproape adenocarcinomul de prostatd. Odatd cu cresterea gradului de
dediferentiere al PIN-lui, se observa mai multe aberatii nucleare si perturbarea structurala in stratul
celulelor bazale [138].

Interactiunile intre epiteliu si stroma sunt cunoscute ca fiind importante in timpul
dezvoltarii prostatei, de asemenea, in dezvoltarea, progresia leziunilor proliferative maligne, dar
si benigne. Aceste interactiuni sunt mediate de o varietate de factori paracrini secretati de celulele
epiteliale modificate si/sau celulele stromale.

In 2003, De Wever si Mareel [45] au propus doud cidi de interactiune intre celulele
canceroase si stroma, denumite cdi eferente si aferente. Pe calea aferentd stroma reactiva
directioneaza carcinogeneza epiteliului prostatic si progresia cancerului. Celulele stromale reactive
elibereaza factori solubili, secreta componentele solide ale matricei extracelulare, inhiba apoptoza,
cresc motilitatea si invazia, precum si ghideaza extinderea distald a tumorii. Pe calea eferenta

celulele stromale sunt activate de celulele tesutului tumoral [85, 157].
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Stroma prostatei se caracterizeaza printr-o plasticitate absolutd, ce determind un raspuns
prompt la perturbarea homeostaziei. Totalitatea modificérilor fenotipice si genotipice apdrute in
timpul acestor raspunsuri sunt denumite prin termenul de stroma reactiva sau stroma tumorala.
Aceasta stroma modificata este foarte asemanatoare cu stroma de tip reparativ, caracterizata prin
cresterea densitatii celulelor inflamatorii, reactie desmoplazica, alterarea expresiei factorilor de
crestere si citokinelor, cresterea angiogenezei si remodelarea matricei extracelulare [16].
Reactivitatea stromei asociate tumorii variaza atat in amplitudine, cat si in compozitie sa, in functie
de leziune, dar si gradul de diferentiere tumorala. Compozitia stromei reactive este esentiald pentru
biologia tumorald [19]. Stroma reactivd contine preponderent miofibroblaste si CAF, originea
carora nu este pe deplin cunoscuta. Unii autori sugereaza ca aceste celule provin in urma procesului
de dediferentiere a celulei musculare netede sau din fibroblastele stromei prostatice, sau chiar din
celulele stem [12, 190]. Celulele stem au capacitatea de auto-reinnoire si regenerare de-a lungul
vietii si sunt prezente atat in compartimentul epitelial, cat si cel stromal al prostatei [175]. Cresterea
numarului de CAF amplifica producerea componentelor matricei extracelulare (MEC). MEC este
alcatuitd dintr-o retea complexa de fibre de colagen, proteoglicani (lumican si versican), si
glicoproteine (fibronectina, trombospondina si laminina) [16]. Reteaua de constituenti fibrilari ai
matricei extracelulare functioneaza ca o schela pentru celulele stromale si epiteliale. De asemenea,
aceastd retea este implicata in reactiile de adeziune celula-celuld si celuld-matrice, ceea ce,
frecvent, faciliteaza migrarea celulelor tumorale. Exista studii care asociazd continutul stromal
crescut, in special in colagen, cu capacitatea pro-metastatici a celulelor tumorale [220].
Heterogenitatea compartimentului stromal reactiv si interactiunile aparente ale diferitelor tipuri de
celule stromale contribuie la formarea unui micromediu mult mai potent, care poate genera si
mentine tumora. Proliferarea si diferentierea celulard, activitatea mitogenica, procesele secretorii
si de crestere a tumorii, interactiunile complexe intercelulare, si multe alte procese biologice, in
prostata, sunt controlate si/sau influentate de diferiti factori, cum ar fi: citokinele (TGF-p), VEGF
(factorul de crestere a endoteliului vascular), IGF (factorul de crestere al insulinei), chemokinele,
FGF (factorul de crestere al fibroblastului), metaloproteinaze, PSCA (antigenul celulelor stem de
prostatd), interleukinele [190]. In plus, testosteronul, in special sub forma de DHT
(dihidrotestosteron), reprezinta un stimulent important al proliferarii celulelor din
compartimentele epitelial si stromal [79]. Intelegerea mecanismelor care reglementeazi recrutarea,
activarea si biologia celulelor stromei reactive este o problema importanta. De asemenea, posibil
ca, interactiunile paracrine intre epiteliu si stroma reactivd pot fi implicate in aparitia
carcinoamelor rezistente la castrare. Reiesind din toate aceste motive, este extrem de important sa

fie identificate noi metode de diagnostic ce vizeaza micromediul stromei reactive, ceea ce va
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dezvolta si noi abordari terapeutice in tratamentul cancerului de prostata. In ultimele decenii a fost
recunoscut faptul cd dezvoltarea, evolutia retelei vasculare reprezintd un moment crucial pentru
cresterea exponentiala a tumorilor maligne si ulterior, dezvoltarea metastazelor. Leziunile
hiperplazice sunt dependente de angiogeneza, iar studiul mecanismelor, factorilor moleculari prin
care tumora si patul sdu vascular se intercondifioneaza reciproc are valoare prognostica si
terapeutica. Terapiile ce au drept tintd angiogeneza tumorala se bazeaza in principal pe observatia
ca vasele tumorale prezintd caracteristici distincte, specifice care le deosebesc net de vasele
normale, mature preexistente.

Avand in vedere cele discutate mai sus, este esential sa se efectueze un studiu profund al
micromediului stromal din leziunile hiperplazice benigne si maligne de prostatd, prin
caracterizarea si definirea modificarilor celulare si matriciale cu identificarea unor potentiali
factori reglatori, si, de asemenea, sa se determine relatii de asociere intre factori de crestere,

metaloproteinaze si hormoni cu prognosticul tumorii.

Scopul lucrarii: Studierea componentelor stromale ale prostatei prin evaluarea rolului
factorilor stromali in tumorogeneza, in vederea imbunatatirii diagnosticului histologic.
Au fost trasate urmatoarele obiective:

1. Studiul histologic (gradul si tipul leziunii) si imunohistochimic a componentei celulare
stromale (a-SMA, MCT, CHY, CD117, CD68, S100) in leziunile hiperplazice benigne si
maligne ale prostatei.

2. Determinarea modificarilor cantitative si topografice ale fibrelor de colagen tip I si tip III
in cadrul leziunilor hiperplazice benigne si maligne de prostata;

3. Studiul retelei vasculare sanguine prin determinarea densitatii si tipurilor de vase 1n raport
de severitatea leziunilor hiperplazice de prostat;

4. Estimarea gradului de exprimare a receptorilor androgenici de cétre celulele stromale si

glandulare.

Ipoteza de cercetare:

Stroma nu este doar un element de suport pentru celulele parenchimului, dar reprezinta o
componentd importanta implicata in patogenia leziunilor hiperplazice. Reiesind din complexitatea
structurala a stromei au fost formulate urmatoarele ipoteze de cercetare, precum:

. Exista relatie intre modificarile cantitative, calitative ale stromei si evolutia leziunilor
proliferative.
. Scaderea numarului celulelor musculare netede poate fi legata cu evolutia fulminanta a

patologiei hiperplazice si un pronostic rezervat.
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. Modificarea caracteristicilor componentei fibrilare a stromei (fibrele de colagen tip I si
reticulare) poate fi considerat drept marker tisular al gradului fibrozei in leziunile
hiperplazice de prostata.

. Exista relatie intre modificarea imunofenotipul mastocitelor si activitatea lor.

. Celulele imune interactionand cu alte celulele stromale pot promova direct sau indirect
modificari cantitative si calitative ale stromei de prostata.

. Scaderea densitatii de AR stromal poate facilita proliferarea tumorala, astfel contracarand
efectele terapiei de castrare.
. Exista relatie intre mastocitele triptaza pozitive si angiogeneza tumorala.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese

Cercetarea efectuata este in concordanta cu preocupdrile actuale din domeniu si a permis
sa constatam faptul ca determinarea profilului molecular al stromei are un rol important in
diagnosticul leziunilor proliferative de prostatd. Acest studiu a fost efectuat pe 126 de cazuri de
patologii hiperplazice de prostatd. Pentru stabilirea diagnosticului histopatologic si gradului de
diferentiere al tumorii sectiunile au fost colorate uzual cu hematoxilind-eozind. Diagnosticul
histopatologic este extrem de important in conduita terapeutica abordata la pacientii cu leziuni de
prostata, in special cu carcinoamele prostatice. Utilizand colorarea cu hematoxilina-eozina pot fi
analizati o serie de parametri microscopici cu semnificatie prognostica, precum: tipul si gradul de
diferentiere histologica a leziunii, prezenta infiltratului inflamator limfocitar si a infiltratului
perineural, aparitia reactiei desmoplazice stromale si a invaziei intravasculare.

Pentru studiul stromei la nivel molecular au fost folosite si metode imunohistochimice.
Modificarile stromale desmoplazice ce insotesc hiperplaziile benigna si maligna de prostata pot fi
cuantificate cu usurinta prin metoda de colorare tricrom Masson (MT). Aceasta metoda permite
diferentierea clard a componentelor structurale importante ale stromei, cum ar fi: fibrele de colagen
(colorate in albastru), celulele musculare netede, miofibroblastele (colorate in rosu, rosu-pal, roz),
nucleii celulelor (colorate in albastru-violet, brun). Folosind colorarea MT se poate identifica
pattern-urile de distributie a fibrelor de colagen, precum si migrarea si reorganizarea acestora in
cadrul leziunilor. Studiul preparatelor colorate cu MT in luminad polarizanta ofera date
suplimentare despre procesul de degradare a fibrelor, dezvaluind o diferentd distinctd 1n
maturitatea colagenului.

Rolul fibrelor reticulare in inducerea, evolutia fibrozei din cadrul leziunilor hiperplazice
benigne si maligne de prostata este relativ putin studiat, iar publicatiile la tema data sunt foarte
rare. Identificarea fibrelor reticulare a fost efectuata prin impregnarea argenticd Gordon-Sweet, in

care fibrele reticulare se coloreaza in negru-brun. Cu ajutorul acestei metode histochimice sunt
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evaluate distributia si arhitectura fibrelor reticulare, respectiv modificarile majore ale retelei
fibrilare.

Anticorpul primar monoclonal anti-a-SMA este un marker utilizat frecvent pentru
identificarea celulelor musculare netede, miofibroblastelor si a neo-miofibroblastelor in stroma
asociata leziunilor hiperplazice. Produsul final al reactiei consta in colorarea celulelor a-SMA
pozitive in brun, pattern-ul de exprimare fiind citoplasmatic, cu un caracter difuz. Cu ajutorul
acestei metode ne-am propus sa investigdm densitatea si intensitatea de exprimare al markerului
a-SMA de catre celulele stromale in leziunile proliferative benigne si maligne de prostata.

Pentru identificarea imunofenotipului complex al mastocitelor au fost utilizati trei anticorpi
primari: anti-MCT, anti-CHY si anti-CD117. Semnalele pozitive brune au fost observate la nivel
citoplasmatic, cu pattern granular. Cuantificarea celor trei markeri in ariile peri- si intratumorale
ar permite sa realizdm imunofenotipizarea mastocitelor in cadrul leziunilor proliferative benigne
si maligne de prostata. Totodata, identificarea imunofenotipurilor particulare ne-ar permite sa
explicam datele contradictorii despre actiunea mastocitelor.

Celulele tumorale secreta citokine pro-inflamatorii, care promoveaza infiltrarea
micromediului tumoral cu macrofage, neutrofile, celule dendritice, mastocite, etc. Pentru
evidentierea macrofagelor, am recurs la coloratia sectiunilor cu anticorpul anti-CDG68, iar pentru
evidentierea celulelor dendritice am folosit metoda coloratiei cu anticorpul anti-S100. Prin
metodele date s-a reusit studierea celulelor CD68+ si S100+, determinand densitatile, precum si
relatiile topografice ale acestora cu tesuturile prostatice in leziunile proliferative benigne si
maligne. Produsul final al reactiilor consta in colorarea celulelor in brun. Reactiile sunt exprimate
citoplasmatic cu un caracter granular difuz.

Cuantificarea microscopicd a angiogenezei tumorale este stabilirea microdensitatii
vasculare pe preparate colorate imunohistochimic pentru markeri endoteliali. Marker-ul endotelial
inclus in studiu a fost anticorpul anti-CD34, care este un anticorp sensibil, fiind expresat si de
endoteliul vaselor limfatice, celulele perivasculare (fibroblast-like) din stroma. In acest studiu, ne-
am propus sa cercetdm microdensitatea vasculara si sa stabilim corelatii intre microdensitatea
vasculard si mastocitele implicate in angiogeneza tumorald. Controlul pozitiv intern pentru CD34
a fost reprezentat de reactia pozitiva a celulelor endoteliale, care s-au colorat in verde cu
cromatogenul Vina Green. Pentru identificarea mastocitelor s-a folosit anticorpul anti-triptaza
mastocitard (MCT), iar produsul final de reactie pentru anti-MCT a fost colorarea mastocitelor in
brun.

Cresterea si dezvoltarea normala a prostatei, precum si aparitia leziunilor proliferative sunt

procese controlate androgenic prin intermediul receptorilor androgenici umani (hAR), care au
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exprimare nucleard, atat in celulele epiteliale, cat si in cele stromale. Pentru evidentierea
receptorilor androgenici in populatia celulara stromala si epiteliala am folosit coloratia sectiunilor
cu anticorpul primar monoclonal anti-AR. Datele acumulate vor furniza informatii importante
pentru o buna intelegere a mecanismelor responsabile de progresia carcinomului de prostata.

Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute

In lucrarea dati au fost raportate in premiera céteva aspecte ce tin de profilul molecular al
stromei reactive in proliferdrile benigne si maligne ale prostatei.

A fost definita si descrisa stroma reactivd din adenomul si carcinomul de prostata, cu
reliefarea rolului reactiei stromale in geneza leziunilor proliferative benigne si maligne de prostata.

Au fost demonstrate modificarile fundamentale ale MEC, cu accentuarea componentei
colagenice, atat intratumoral, cat si peritumoral pentru toate formele de adenocarcinom, inclusiv
si a gradului de maturizare a fibrelor de colagen.

A fost identificat raportul populatiilor de celule stromale (celule musculare netede,
miofibroblaste, macrofage, celule dendritice, mastocite) in leziunile proliferative de prostata.

Au fost identificate imunofenotipurile mastocitelor din stroma leziunilor proliferative
benigne si maligne de prostata, totodata, fiind stabilit un imunofenotip unic mastocitar in ariile
peritumorale din adenocarcinoamele de prostata.

Au fost determinate particularitatile angiogenezei tumorale in leziunile proliferative
benigne si maligne de prostatd. Utilizdnd dubla imunocolorare a fost demonstratd implicarea
mastocitelor pozitive la triptaza in procesul de neoangiogeneza, atat in leziunile hiperplazice
benigne, cat si in carcinomul de prostata.

A fost stabilit ca celulele dendritice stromale exercita un efect important anti-tumoral, iar
scaderea numarului lor este un factor de prognostic nefavorabil, pe cand cresterea numarului de
celule dendritice intraepiteliale poate genera dezvoltarea tolerantei imune.

A fost stabilit ca expresia stromald a AR in carcinomul de prostatd scade proportional cu
cresterea gradului de diferentiere a tumorii, ceea ce poate fi interpretat ca o selectie naturald a
celulelor stromale AR negative fata de celulele AR pozitive.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele stiintifice expuse in lucrare au fost
comunicate si discutate in cadrul diferitor foruri stiintifice nationale si internationale: Annual
conference of the PHD and POST-DOC students, Tirgu Mures, Romania, 2013; International
Scientific Conference Actual Issues of Morphology dedicated to 70th year anniversary of “Nicolae
Testemitanu” SUMPh, Chisindu, 2015; Conferinta stiintificdi anuala al USMF “Nicolae
Testemitanu”, Chisinau, 2019; International Scientific Conference Actual Issues of Morphology

dedicated to the 75th anniversary of the founding of “Nicolae Testemitsanu” SUMPh, Chisinau,
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2020; Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF ,Nicolae Testemitanu”,
Chisindu, 2020.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului dat au fost implementate in
activitatea didactica si stiintifica a Catedrei de histologie, citologie si embriologie si a
Laboratorului de morfologie al USMF “Nicolae Testemitanu”.

Sumarul compartimentelor tezei

Teza reprezinta o sinteza de date morfologice, imunohistochimice si morfometrice privind
componentele stromale (partenerii celulari si moleculari, matricea extracelulard) implicate in
patogeneza leziunilor proliferative benigne si maligne de prostata. Aceasta este realizatd in limba
romana si contine: introducere, 5 capitole, concluzii generale, recomandari practice, si bibliografie.

In ,,Introducere” sunt expuse actualitatea si importanta temei abordate in tezi, cu trecerea
in revistd a datelor de ultima ord despre rolul incert al stromei in patogeneza hiperplaziilor de
prostata, despre rolul angiogenezei tumorale in progresia hiperplaziilor, despre incercarile de
identificare prin diverse metode de diagnostic, cu impact prognostic si terapeutic. Sunt descrise
scopul si obiectivele cercetdrii, noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, ipoteza de cercetare si
sinteza metodologiei de cercetare cu justificarea metodelor de cercetare alese.

Capitolul 1 ,,Importanta componentelor stromale in dezvoltarea leziunilor proliferative
benigne si maligne de prostatd” include o analizd amanuntitd a surselor bibliografice stiintifice
nationale si internationale din domeniu. Aici au fost definite notiunile de stroma si stroma reactiva
(reparativa), cu caracterizarea specifica a componentelor structurale ale acestora. Este realizatd o
analizd detaliatd a rezultatelor stiintifice care certificd complexitatea micromediului tumoral,
acesta din urma facilitand diversele interactiuni cu caracter focal si difuz intre partenerii celulari
si non-celulari ai stromei reactive din cele mai multe carcinoame de prostata, dar si din
hiperplaziile benigne.

Capitolul 2 ,,Materialul si metodele de cercetare” contine date despre materialul inclus in
studiu. Sunt descrise detaliile tehnicilor histologice si imunohistochimice, metodele de cuantificare
a structurilor histologice de interes, interpretarea si scorificarea intensitatii de expresie pentru o-
SMA si AR, precum si metodele de prelucrare statistica a rezultatelor obtinute.

Capitolul 3 ,,Particularitatile histologice si histochimice a componentelor stromale si
epiteliale in leziunile proliferative de prostata” reflecta datele obtinute prin studiul detaliat al
parenchimului si stromei conjunctive. Aici au fost descrise modificarile observate in componenta
fibrilard a matricei extracelulare; intensitatea modificarilor desmoplazice de la nivelul stromei in
functie de gradul de diferentiere; prezenta embolilor intravasculari si a invaziei perineurale;

pattern-urile distincte de distributie a fibrelor de colagen si fibrelor reticulare, in functie de ariile

17



leziunilor hiperplazice; birefringenta si dicroismul fibrelor de colagen, ceea ce a permis aprecierea
gradului de maturizare si integritatii fibrilare.
In capitolul 4 ,,Caracteristica imunohistochimica a stromei in leziunile proliferative de

=9

prostatd” au fost expuse rezultatele obtinute, prin metode imunohistochimice, despre componenta
celulara a stromei reactive (celulele a-SMA+, mastocitele (MCT+, CHY+, CD117+), macrofagele
CD68+, celulele dendritice S100+), cu evidentierea rolului acestora in functie de leziune, dar si de
gradul de diferentiere histologica in cazul carcinoamelor de prostata. Totodata au fost identificate
imunofenotipurile mastocitare distincte in functie de ariile leziunilor hiperplazice. De asemenea
au fost descrise datele despre evaluarea expresiei diferentiate a AR in nucleele celulelor epiteliale
si stromale din leziunile proliferative benigne si maligne. in final au fost stabilite corelatii intre
expresia MCT si densitatea microvasculara in cadrul leziunilor de prostata.

Capitolul 5 ,,Analiza comparativda a componentelor stromale ale prostatei si rolul acestora
in tumorogeneza” contine Sinteza comparativa a rezultatelor proprii cu datele recente ale altor

echipe de cercetare, regasite in literatura de specialitate. Confruntarea rezultatelor a reflectat opinii

similare, cat si contradictorii.
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1. IMPORTANTA COMPONENTELOR STROMALE IN DEZVOLTAREA
LEZIUNILOR PROLIFERATIVE BENIGNE SI MALIGNE DE
PROSTATA

Prostata umana reprezintd cea mai mare glanda a sistemului reproductiv masculin. Este
locul de origine al celor doud leziuni hiperplazice frecvent intdlnite la barbatii: hiperplazia
prostatica benigna si carcinomul de prostata. Impreund aceste leziuni reprezinta 90% din toate
afectiunile de prostata [176].

1.1. Anatomia si histologia prostatei

In forma de con sau piramidi cu baza orientati in sus, prostata are lungimea de 3-4 cm,
grosime 2,5 cm, iar la nivelul bazei de 4 cm si greutate de cca 20g. Aceasta este neteda si prezinta
o consistenta elastica. Este accesibila palparii prin tuseu rectal [117, 132].

Prostata este un organ parenchimatos alcatuit din elemente glandulare si stromale armonios
asociate acoperite de capsula. Capsula prezinta discontinuitati in regiunile apexului si locului de
contact cu vezica urinara. In aceste zone, poate fi dificild determinarea stadiului patologic al
adenocarcinomului de prostata [117, 133]. Capsula consta din 2 straturi: stratul extern, denumit si
fascia laterala pelvind (capsula "adevaratd") si stratul intern (pseudocapsula). Stratul extern este
reprezentat prin fascicule de fibre de colagen, iar cel intern, care este inseparabil de stroma
prostatei, este compus din fascicule de celule musculare netede dispuse preponderent transversal
[100, 194]. Cantitatea fibrelor de colagen si a tesutului muscular neted, precum si aranjamentul
acestora In cadrul capsulei variaza considerabil de la o zona la alta a prostatei. Drept urmare,
capsula prostatei nu poate fi considerata o structurd anatomica bine definitd, cu exceptia suprafetei
sale exterioare. In evaluarea procesului de invazie a capsulei de carcinomul de prostata, nu existi
nici un reper de incredere pentru determinarea adancimii invaziei. Astfel, s-a sugerat ca doar
penetrarea completd a capsulei poate fi consideratd un factor de prognostic in carcinomul de
prostata [133]. Lateral, capsula prostatei se margineste cu o retea vasculard venoasa, care asigura

suportul vascular al prostatei, vezicei urinare si segmentului initial al penisului.

1.1.1. Compartimentul glandular al prostatei
Parenchimul prostatei este organizat in patru regiuni histologic distincte. Acestea sunt:

- zona anterioarda non-glandulara, caracterizatd prin absenta completd de parenchim
glandular, fiind ocupatd numai de stroma fibromusculara, care inconjoard prostata si
fuzioneaza cu tesutul fibromuscular al diafragmului urogenital. Aceasta contine

predominant celule musculare netede, tesut conjunctiv, dar si fibre musculare striate.
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- zona centrald, reprezentatd de tesut glandular distribuit, circular in jurul canalelor
ejaculatoare, constituie cea mai mare parte a bazei prostatei. Acinii si ductele glandelor
sunt mult mai mari $i au un contur neregulat. Este zona cu cea mai scazuta incidenta de
leziuni prostatice. Zona centrala acoperd posterior zona de tranzitie, astfel cd, in
hiperplaziile benigne de prostata, zona de tranzitie si glandele periuretrale 1argite comprima
considerabil zona centrala, chiar pana la transformarea acesteia intr-un strat subtire [3].

- zona periferica constituie portiunea cea mai largd a parenchimului prostatei. Aceasta
inconjoard in mare parte zona centrald si se extinde caudal acoperind partial portiunea
distala a uretrei. Este zona cu localizarea de electie pentru prostatite si carcinomul de
prostatd. Acinii glandulari sunt de dimensiuni mici, care in sectiune transversala capatd un
contur rotund sau oval. Acinii si ductele glandelor sunt tapetate cu epiteliu simplu
columnar. Zona periferica cuprinde si regiunea numitd verumontanum, caracteristica
principala a careia este sfincterul preprostatic [3].

- zona de tranzitie inconjoara portiunea proximala a uretrei prostatice (localizata intre vezica
urinara si verumontanum). Aceasta zona este formata din 2 lobi mici, In forma de para si
reprezintd doar 5% din parenchimul prostatei. Odatd cu avansarea 1n varstd, zona de
tranzitie reprezinta in 90% din cazuri localizarea de electiec pentru HBP. Expansiunea
nodulara a acestei zone prostatice, asociata in HBP, are ca rezultat compresia uretrei si

obstructia partiala a vezicii urinare [3, 117].

In ansamblu, parenchimul prostatei cuprinde numeroase glande ramificate tubulo-
alveolare, dispuse in straturi concentrice. Glandele prostatice etaleaza forme extrem de neregulate,
sinuoase, uneori cu un lumen mic si ingust, alteori cu un lumen larg si bine evidentiat. Aspectul si
structura epiteliului glandular este dependent de statutul functional al prostatei, de concentratia
androgenilor circulanti si nu in ultimul rand, de varsta.

Epiteliul glandular este reprezentat de trei tipuri de celule: celulele secretorii, celulele
bazale si celulele neuroendocrine. Celulele secretorii reprezintd o populatie celulard bine
diferentiatd, constituita din celule prismatice Inalte, cu un pol apical bine conturat, in care abunda
vacuole secretorii, mici incluziuni lipidice si de glicogen. Imunohistochimic, celulele secretorii,
din toate ariile prostatei, exprima fosfataza acida specifica prostatica (PSAP), antigenul specific
prostatic (PSA), vimentind, diverse citokeratine (CK8 si CK18), Leu7/CD57. De asemenea,
acestea exprima AR, iar numarul lor este dependent de cantitatea testosteronului circulant [106].
Celulele secretorii prezintd o imunoreactie negativa pentru CK903 (34BE12) — citokeratina cu
greutate moleculara mare [74, 87]. Celulele bazale prezinta un grad de diferentiere scazut

comparativ cu celulele secretorii. Acestea separa celulele secretorii de membrana bazala, formand
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un strat celular discontinuu. Ele reprezinta sursa de regenerare a epiteliului glandular, concomitent
au si rol secretor (mult mai redus), care consta in producerea unor molecule de keratina cu structura
si greutate moleculara particulard. Imunohistochimic, celulele bazale exprimd citokeratinele
(CK903 (34BE12), CK5, CK14) si p63 [106]. Acestea exprima imunoreactie negativa la: PSA,
proteina S100, actind [74]. Verhagen si colab. [221] au demonstrat ca modelul de exprimare al
citokeratinelor variaza in functie de tipul celulei si de gradul de diferentiere a acesteia. Celulele
bazale pot suferi metaplazie mioepiteliala, insa nu pot fi considerate analoagele celulelor
mioepiteliale, precum cele din parenchimul mamar. De asemenea, la microscopia electronica nu a
fost evidentiatd prezenta filamentelor de actind in citoplasma celulelor bazale [74]. Prezenta
celulelor bazale permite diferentierea microscopica intre leziunile hiperplazice benigne de prostata
(celule bazale prezente) si adenocarcinoamele bine diferentiate (celule bazale absente), desi
uneori, cancerul de prostata poate pastra rare celule bazale.

Celulele neuroendocrine constituie o populatie celulard diferentiatd, cu distributie
neregulatd, identificatd prin coloratii specifice. Imunohistochimic, acestea sunt pozitive la:
chromograninele A, B, secretogranina II, PSA, si nu exprima AR [84]. Celulele neuroendocrine
contin granule cu serotonind, dar si cu enolase neuron-specifice, iar unele subpopulatii de celule
neuroendocrine pot contine granule cu diverse peptide, precum: bombezina, somatostatina,
calcitonina. Este recunoscut faptul ca, secretia peptidelor de catre celulele neuroendocrine poate fi
implicatd si in patogeneza focald a HBP. Distribuirea zonala a celulelor neuroendocrine se
manifestd practic permanent in carcinomul de prostatd, iar extinderea proliferdrii acestora
coreleaza cu un prognostic nefavorabil [84]. Intr-un raport al Centrului de Cercetare pentru Cancer
Tenovus [84], se regasesc date despre secretia crescutd, de catre celulele neuroendocrine ale
prostatei umane, a factorului de crestere transformat-o (TGF-a) si a factorului de crestere a
endoteliului vascular (VEGF). Expresia TGF-a este, in general, asociata cu proliferarea celulelor
canceroase, iar VEGF este un promotor puternic al angiogenezei [79].

1.1.2. Compartimentul stromal al prostatei

Stroma reprezintd carcasa de sustinere a organului, fiind alcatuita din tesut conjunctiv.
Dupa parerea lui Cunha, notiunea de stroma este un termen inexact care se referd doar la
""componenta non-epiteliala" a unui organ [38]. Compartimentul stromal al prostatei are o structura
mult mai complexa si este alcatuit din doud componente de baza: componenta celulara si substanta
extracelulara, ultima subdivizata in componenta fibrilara si componenta amorfa sau fundamentala
[38, 106].

Componenta celulard a stromei este reprezentata de celule, care secretd diversi factori de

crestere, produc componentele matricei extracelulare si exprima receptori pentru androgeni,
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receptori pentru estrogeni, receptori adrenergici si a 5-reductazei [19]. Practic, toate structurile
acinare a prostatei sunt inconjurate de miocite alungite. Cunha si colab. (1996) [38] au prezentat
dovezi ce vorbesc despre un echilibru existent intre celulele epiteliale secretorii si celula musculara
neteda (SMC) din prostata umana.

Interactiunile intre cele doua tipuri celulare controlate paracrin sunt pierdute de-a lungul
progresiei tumorale. SMC sunt activate in hiperplazia benigna de prostata si adopta un fenotip de
celuld implicata activ in sinteza [66, 206]. Multiple studii au raportat despre o predominare neta
in stroma tumorala a fibroblastelor, care in conditii de norma cantitativ sunt mult reduse. Aceasta
vorbeste despre faptul ca unele SMC sunt supuse procesului de dediferentiere, cu adoptarea unui
fenotip fibroblastic [38, 66]. Se presupune ca "fibroblastele activate" ar putea reprezenta intr-
adevar SMC dediferentiate [66, 206]. Cu toate acestea, comportamentul SMC in carcinoamele de
prostata nu este pe deplin cunoscut. La momentul dat creste continuu numarul cercetarilor ce
demonstreaza implicarea SMC 1n controlul structurii si functiei celulelor epiteliale prostatice.

Matricea extracelulara (MEC) este compusa dintr-o colectiec mare de componente
biochimic distincte, inclusiv proteine, glicoproteine, proteoglicani, si polizaharide cu diferite
proprietati fizice si chimice [106, 160]. Structural, componentele matricei extracelulare sunt
reprezentate de: membrana bazald (secretatd in comun de catre celulele epiteliale, endoteliale, si
stromale) si matricea interstitiala (secretatd in primul rand de celule stromale). Membrana bazala
este un component specializat al MEC, care contine colagen de tip IV, laminina, fibronectina,
proteine jonctionale, cum ar fi nidogen si entactina care leagd colagenul cu alte componente
proteice. In contrast, matricea interstitiala este bogati in colagen fibrilar, proteoglicani, si diverse
glicoproteine, cum ar fi tenascina C si fibronectina si este astfel incarcata electric, hidratata, si
contribuie in mare masura la rezistenta de intindere a tesuturilor [54].

De retinut cd, anumite proprietati specifice ale MEC sunt importante in procesul de
dezvoltare a prostatei, precum si in patogeneza leziunilor proliferative de prostata. In primul rand,
proprietdtile MEC nu sunt independente. Astfel, MEC devine rigida, de exemplu, in conditii
patologice, proprietdtile sale biomecanice se modifica, si celulele raspund la aceasta schimbare
prin exercitarea semnificativa a diferitor tipuri de forta [232]. In plus, matricea rigida modifica
concomitent si alte proprietati fizice ale MEC, de exemplu, intervine in interactiunea celule-MEC.
Astfel, dispunerea paraleld a manunchiurilor de colagen potenteaza migrarea celulelor, in timp ce
o retea densa de fibre rigide impiedica migrarea, cu exceptia cazului cand metaloproteinazele
matriciale (MMP) sunt simultan activate. in al doilea rAnd, MEC este un compartiment foarte
dinamic, 1n care constant au loc procese de remodelare legate de etapele embrionare si postnatale

de dezvoltate a glandei [54].
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Dinamica MEC consta in modificarile absolute a volumului si componentei. Totodata,
dinamica matricei implica modul in care componentele structurale ale acesteia sunt secretate si
dispuse spatial. Celulele stromale sunt in mod constant formate, distruse, sau rearanjate ceea ce
impune componentele non-celulare a MEC s se gaseasca intr-un proces de modificare continuu.
Implicarea MEC in reglarea comportamentului celular, la randul sau influenteaza si
comportamentul celulelor parenchimului adiacent [24]. Acest mecanism de feedback de control
intre celule si MEC permite stromei sa se adapteze rapid la orice schimbare de mediu [182].

Componentele structurale, precum fibrele elastice si de colagen, asigurd rezistentd si
flexibilitate mecanica a tesutului stromal si de asemenea, servesc drept substrat pentru fixarea si
migrarea celulelor, procese mediate de glicoproteinele adezive, cum ar fi fibronectina si laminina.
Mai mult, structura si permeabilitatea MEC sunt reglate de proteoglicani, care, de asemenea,
moduleaza activitatea factorilor de crestere, proteazelor si inhibitorilor de proteaze [217].

De asemenea, stroma prostatei sufera modificari legate de varsta, astfel ca, celulele imune
devin mai abundente, iar fibroblastele stromale devin senescente. Fibroblastele senescente sunt
mai putin dependente de androgeni [143], dar si cu un potential crescut de stimulare a celulelor
tumorale in vitro [17]. Numarul de miofibroblaste, de asemenea, creste odata cu varsta, iar stroma
prostatei la persoanele senescente exprimda un profil genic diferit comparativ cu stroma la
persoanele tinere [224]. In prezent se impun studii suplimentare care ar evidentia dependenta clara
a cancerului de prostata de modificarile stromei aparute de-a lungul procesului de imbatranire.

1.1.3. Importanta interactiunii epitelio-mezenchimale

Dezvoltarea, cresterea si citodiferentierea prostatei este urmarea interactiunilor intre
celulele epiteliale si mezenchimale. Termenul de tranzitie epitelio-mezenchimald (EMT), initial,
a fost definit ca un proces molecular complex extrem de important in perioada embrionara, care
contribuie la stabilirea modificarilor morfogenetice corespunzatoare. Pentru realizarea acestui
proces sunt necesari numerosi factori, inclusiv factorii moleculari ai micromediului adiacent,
capabili sa adapteze comportamentul celular si tisular in conditii normale sau patologice. Rolul
interactiunilor epitelio-mezenchimale in formarea prostatei a fost definit prin studiile de
recombinare tisulard, efectuate de Cunha si colab. [40]. Aceste recombinari implica disectia si
izolarea enzimatica a epiteliului si mezenchimului din sinusul urogenital si/sau din alte tesuturi,
care apoi in vitro sunt recombinate si transplantate sub capsula renald. Aceste studii de
recombinare tisulara au condus la formularea urmatoarelor concluzii: procesul de formare a
prostatei necesitd prezenta atit a componentei epiteliale, cat si a celei mezenchimale; in lipsa uneia
din acestea, tipurile de celule mature nu reusesc sd se diferentieze; specificitatea pentru

componenta mezenchimala este strictd, prostata se formeaza numai in prezenta mezenchimului
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derivat din sinusul urogenital embrionar (si in anumite conditii, din veziculele seminale);
specificitatea pentru componenta epiteliald este relativ mai larga, deoarece o gama larga de epitelii
de origine endodermald, pot forma prostata atunci cand sunt recombinate cu mezenchimul
sinusului urogenital; de-a lungul procesului de formare a prostatei, androgenii actioneaza initial
stimuland celulele mezenchimale, astfel, prostata nu se va forma daca celulele mezenchimale ale
sinusurilor urogenitale vor prezenta defecte ale receptorilor androgeni. Celulele epiteliului
sinusului urogenital ce prezinta defect al receptorilor androgeni la combinarea lor cu celulele
mezenchimale vor forma ducte prostatice, dar care nu secretd PSA. Aceste rezultate demonstreaza
importanta androgenilor in formarea prostatei, apoi rolul inductor al celulelor mesenchimale in
procesul de formare si crestere a prostatei, si mai tarziu importanta epiteliului pentru functia
secretorie.

In literatura de specialitate se regasesc lucriri stiintifice care relateaza despre importanta
procesului de tranzitie epitelio-mesenchimal in progresia cancerului si in formarea metastazelor,
subliniind ca EMT este un eveniment semnificativ, responsabil pentru declansarea procesului
metastatic [193, 230].

In timpul EMT, proprietitile celulelor epiteliale polarizate se pierd, in timp ce apare un
fenotip mezenchimal invaziv, bine definit, care si promoveaza aparitia metastazelor. Pierderea si
achizitionarea coordonatd a caracterelor epiteliale (B-catenind, E-cadherind) si mezenchimale
(vimentina, N-cadherind, fibronectina si a-actiune musculara neteda), respectiv, si a abilitatilor
migratorii si invazive, cresc capacitatea secretorie a componentelor matricei extracelulare si
rezistenta celulelor tumorale la apoptoza [142].

Tranzitia epitelio-mezenchimala, frecvent, apare la interfata tumoare-stroma, fiind
determinatd de moleculele de semnalizare cu actiune paracrind [142]. Semnalele care mediaza
astfel de interactiuni in carcinogeneza nu au fost incd clar definite. Totusi, exista date care
demonstreaza implicarea majora in procesul de tranzitie epitelio-mezenchimala a factorul de
crestere a fibroblastelor (FGF) si factorul de crestere tumoral (TGF), care prin activarea unor
factori de transcriptie specifici (de exemplu: Snail, Twist si Slug), duc la oprirea transcriptionala

a E-cadherinei, un eveniment definitoriu in tranzitia epitelio-mezenchimala [38, 151].

1.2. Leziunile proliferative benigne si maligne

Hiperplazia benigna de prostata si carcinomul de prostata reprezintd cele mai frecvente
patologii ale barbatilor in varsta, care 1si au localizarea initiala in zone diferite ale prostatei, si doar
in aproximativ 20% din cazuri coexistd In aceeasi zona. Ambele entitati sunt considerate patologii

cronice, care necesitd un timp indelungat pentru evolutia lor. Desi patogeneza leziunilor
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hiperplazice benigne si maligne de prostata nu este, la moment, pe deplin studiatd, existand mai
multe mecanisme implicate in dezvoltarea si progresia ambelor patologii, importanta inflamatiei
cronice de prostata, in dezvoltarea si progresia ambelor conditii, este tot mai evidenta [113].

1.2.1. Hiperplazia benigna de prostata

Hiperplazia benigna a prostatei denumita si hiperplazia nodulara sau hipertrofia benigna
reprezintd cea mai comuna leziune a barbatilor varstnici, fiind manifestata la aproximativ un sfert
dintre barbatii de dupd 50 ani, si la o treime de dupa 60 ani [113]. Cresterea in dimensiuni a
prostatei este determinata mai frecvent de hiperplazia celulelor stromale (rate de proliferare de ~
9-37 ori mai mari), dar si a celulelor epiteliale [149]. HBP devine o entitate clinica doar cand este
asociatd cu simptome subiective, cele mai frecvente fiind simptomele tractului urinar inferior
(LUTS). Tratamentul conservator al acestei patologii este primul pas pentru majoritatea pacientilor
cu hiperplazie benignd de prostatd ce dezvolta LUTS. Odatd cu cresterea substantiald a
simptomelor, tratamentul HBP devine chirurgical, iar rezectia transuretrala a prostatei (TURP)
ramane a fi considerata standardul de referinta al tratamentului chirurgical minim invaziv [63].

Patogenia acestei leziuni hiperplazice este neclard, cu toate ca exista teorii, care identifica
diverse modificari, precum: alterarea echilibrului estrogen/androgen [186], cresterea stresului
oxidativ [13], disfunctii metabolice [161], inflamatia cronica [113] alterarea inervatiei autonome
[235].

HBP este insotitd de numeroase modificari structurale patologice atat la nivel stromal, cét
si glandular. Aceste modificari patologice asociate sunt reprezentate de procesele inflamatorii
fibroplastice, procesele distrofice, tulburarile vasculo-circulatorii. Procesele inflamatorii din
cadrul hipeplaziei benigne de prostata au caracter cronic (mai frecvent) sau acut, iar repartizarea
acestora este focalda sau difuzd [236]. Numeroase studii aratd ca inflamatia nu este doar o
modificare asociatd HBP, dar, de fapt, este un factor major care contribuie la dezvoltarea atat a
HBP, cit si a carcinomului de prostata. De asemenea, exista date, in literatura de specialitate, care
relateaza despre importanta pentru patogenia HBP, a interactiunilor intre factorii aparent fara
legatura, de exemplu: nivelul dihidrotestosteronului si inflamatia [113].

Kramer si colab. [113] au studiat pentru prima data efectul factorilor de crestere, derivati
din limfocite, asupra cresterii celulelor din stroma prostatei. Ei au demonstrat cd infiltratele
inflamatorii asocite HBP contin limfocite T, B si macrofage. Aceste celule sunt activate cronic si
se fac responsabile de secretia a unui sir de citokine, precum, IL-2, IFN-y si TGF-B1, care pot
stimula proliferarea si cresterea in exces a stromei fibromusculare in cadrul hiperplaziei benigne
de prostata. Penna si colab. [163] au demonstrat ca celulele din stroma prostatei umane pot actiona

si ca celule antigen prezentatoare, astfel, activand aloantigen-specific limfocitele T CD4+, care
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incep sa secrete IFN-y si IL-17. Se pare ca, celulele stromei prostatice pot induce si mentine un
raspuns autoimun. in HBP, producerea de IFN-y si IL-17 potenteaza secretia de IL-8 (inductor
paracrin al factorului de crestere al fibroblastelor 2 (FGF-2)) si IL-6 (factor de crestere autocrin).
Ambele interleukine sunt factori de crestere importanti pentru celulele epiteliale si stromale din
prostatd. Aceste rezultate explica posibila legatura intre raspunsul autoimun mediat de limfocitele
T (activate de celulele stromei prostatice) si hipertrofia prostatei.

1.2.2. Carcinomul de prostata

Distributia carcinomului de prostata, la nivel global, inregistreaza o crestere in ultimii ani
in térile nordice, precum Danemarca, Suedia, etc. Totusi incidenta cea mai mare ramane sa fie
inregistrata in Statele Unite ale Americii, unde, in ultimii ani, numarul de cazuri s-a dublat. Zonele
cu cea mai scazuta incidenta a patologiei maligne de prostata sunt Europa de Est si Asia [69]. De
exemplu, incidenta CaP in China si Japonia este de 4%o00 comparativ cu SUA, unde acest indice
este de 124%o0. Valorile incidentei CaP in Republica Moldova, practic, s-au dublat in ultimii zece
ani, astfel, acestea au fost de 14,1 %o00 - in anul 2008, 16,8 %000 - anul 2010, 18,9 %000 - anul 2012,
ajungand deja in anul 2013 sa constituit 22,6 %o00. Aproximativ aceiasi situatie este observata si
in fostele republici ale Uniunii Sovietice, spre exemplu, in Rusia - incidenta este de 15,6%0, iar
in Belorusia, acest indice constituie - 22,3%g0. Incidenta crescutd prin cancer de prostata poate fi
legatd de sporirea longevitatii populatiei de sex masculin. Analizdnd datele oficiale despre
morbiditatea si mortalitatea prin CaP in Republica Moldova, se observa cresterea valorilor acestor
indici, astfel, in ultimii ani morbiditatea CaP a crescut de la 4,9%oo0 (anul 2000) pana la 14,5%o00
(anul 2009), iar mortalitatea a fost de 5,8 %o0. Prevalenta cancerului de prostata este 75,2 %o00.
Notadm ca, numarul de cazuri diagnosticate primar a crescut de la 242 la 388 de cazuri, in perioada
2008-2012 [210].

CaP poate sa apard in orice zond a prostatei, insd 70% din carcinoame apar In zona
periferica, regiunea cea mai extinsd din punct de vedere anatomic si singura regiune accesibild
examindrii rectale [3]. Pentru stadialiuzarea histologica a cancerului de prostata este folosit
sistemul Gleason. Acesta a fost recunoscut de OMS ca cel mai util sistem de stadializare a
carcinomului de prostata, fiind folosit atit in cercetare, cat si in practica clinica. Sistemul de
gradare si scorificare a adenocarcinomului de prostata a fost dezvoltat n 1966 de catre Donald
Gleason. Mai tarziu, in 1974, aceasta clasificare a suferit modificdri si a obtinut acceptare
universala, fiind considerata, de catre Colegiul Patologilor Americani, un criteriu de prognostic de
categoria 1 [46]. Pe parcursul anilor sistemul Gleason clasic a suferit multiple actualizari. Una
dintre cele mai importante schimbari a fost unificarea patternurilor in scorul Gleason. Aceasta

actualizarea a fost impusa de caracterul multifocal al multor adenocarcinoame de prostata, care la
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examinarea histologica prezentau doua sau mai multe grade Gleason. Cea mai recentd actualizare
a sistemului de clasificare Gleason a fost efectuatd la finele anului 2014 in cadrul reuniunii
internationale de consens, convocate la Chicago (SUA), cu participarea nu doar a expertilor in
patologie, dar si a specialistilor in urologie, radiologie si oncologie. Cel mai important aspect
discutat si dezvoltat in cadrul reuniunii a fost propunerea unui nou sistem de grupare prognostica,
numit sistem ,,Grade Group”. Conform noului sistem, scorurile Gleason mai mici sau egale cu 6
sunt Incadrate in grupa I de prognostic, scorul Gleason 3 + 4 =7 in grupa II, scorul Gleason 4 + 3

=7 - grupa IlI, scorul Gleason 4 + 4 =8 - grupa IV, iar scorul Gleason 9-10 in grupa V (Figura
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Fig. 1.1. Patternuri histologice ale sistemului de clasificare Gleason modern [32]

Practic, putem spune ca, sistemul ,,Grade Group” este un nou sistem de clasificare, desi se
bazeaza pe patternurile Gleason. Organizatia Mondiald a Sanatatii a introdus sistemul ,,Grade
Group” in noua editie (ianuarie 2016) a clasificarii tumorilor de prostatd [140], iar intelegerea si
aplicarea noului sistem de clasificare prezintd importantd atat pentru anatomopatologi, cat si
clinicieni.

Este unanim acceptat faptul ca, adenocarcinomul de prostatd este precedat de leziuni

precanceroase cunoscute sub numele de neoplazie intraepitelialad prostatica (PIN), in care un sir de
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evenimente celulare initiazd o cascadd de instabilitate genomicd. Modificarile histologice aparute
in PIN, amintesc in de aproape adenocarcinomul de prostatd, astfel se pot evidentia pierderea
polaritatii celulare, atipii nucleare, si displazii focale [138]. Alte modificari histologice includ
pierderea diferentierii neuroendocrine si secretorii a celulelor, anomalii nucleare si nucleolare,
neovascularizatie, un potential proliferativ crescut al celulelor, si instabilitate genica cu variatie de
continut al ADN-lui [11]. Cu cresterea gradului de dediferentiere al PIN-lui, Se observa mai multe
aberatii nucleare si perturbarea structurala in stratul celulelor bazale. Pentru cea mai mare parte,
membrana bazald rdmane intactd, desi schimbarile in polaritatea celulelor epiteliale, alterarea
complexelor jonctionale, precum si unele modificari in lamina bazala pot indica o bresd in
integritatea stratului epitelial, chiar din stadiile precoce de PIN [138]. Aceasta bresa in bariera
epiteliala este un eveniment cheie in initierea si geneza a stromei reactive observate in leziunile de
prostata.

Inflamatia cronica este frecvent asociata cu procesul de tumorigeneza, fiind considerata un
factor de risc pentru numeroase tumori, precum: cancerul hepatic, cancerul de colon, cancerul de
vezica urinard, cancerele pulmonar si pancreatic. Procesul de inflamatie produce leziuni celulare
si genomice; de asemenea, creeaza un micromediu bogat in citokine proinflamatorii, mediatori
inflamatori si factori de crestere, care potenteaza replicarea celulard si angiogeneza [51].
Prevalenta crescutd a focarelor cu inflamatie cronica in biopsiile cu leziuni hiperplazice de
prostata, obtinute prin prostatectomie si rezectie transuretrald a prostatei, sugereaza o posibild

legatura intre inflamatia cronica si CaP.

1.3. Stroma reactiva in leziunile proliferative benigne si maligne de prostata

De-a lungul anilor, cercetarea cancerului a fost axata in principal pe studiul "celulelor
tumorale", dar cu timpul, si alte componente ale tumorii au fost stabilite importante pentru
dezvoltarea, cresterea, metastazarea tumorilor, precum si cresterea metastazelor. Celulele tumorale
prezintd un sir de caracteristici importante, precum: rata inalta de proliferare, capacitatea de a
supravietui in conditii de stres si potentialul de formare a metastazelor. Toate acestea in final
sporesc agresivitatea cancerului si diseminarea lui pe scara larga.

Stroma reactiva reprezintd un ansamblu de structuri mezenchimale modificate care asigura
necesitatile tesutului canceros, aflat intr-o continua crestere. Micromediul stromal s-a dovedit a fi
elementul cheie a cresterii si dezvoltarii cancerului [157, 202]. Se pare ca cancerogeneza este
influientata nu doar de celulele stromei tumorale, dar si de alte componente ale ei. Componentele
non-celulare ale stromei tumorale joaca un rol-cheie atat in promovarea metastazarii tumorii, prin

stimularea angiogenezei, cat si In cresterea ratelor de proliferare si supravietuire ale celulelor
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tumorale. Astfel, compartimentul stromal al tumorii se caracterizeaza prin: modificari fenotipice
ale celulelor stromale, neoangiogeneza, influxul de celule inflamatorii cancer-asociate, precum si
prin remodelarea matricei cu cresterea concentratiei de factori paracrinici si enzimatici [217].
Importanta majora a stromei in biologia tumorii nu este o surpriza pentru cercetatorii care
studiaza leziunile proliferative de prostatd, deoarece pentru acest organ este deja ferm stabilit ca:
dezvoltarea si functia generald a prostatei in norma sunt dependente de interrelatiile, hormonal

controlate, Intre epiteliu si stroma.

1.3.1. Componenta celulara a stromei reactive

Celulele stromei reactive din micromediul tumoral moduleaza progresia si severitatea
cancerului, dar si procesele de angiogeneza si inflamatie. Compartimentul celular al stromei
reactive este reprezentat predominant de un numar crescut de miofibroblaste si fibroblaste cancer-
asociate. Acestea, in timp, inlocuiesc treptat miocitele diferentiate, populatie celulard dominanta
in unele zone stromale ale prostatei.

Miofibroblastul

Miofibroblastele reprezinta fibroblaste active ale stromei din zonele supuse modificarilor
patologice. Aceste celule au fost identificate pentru prima data cu peste 30 de ani in urma in reteaua
fibrilara a tesutului de granulatie, ca fiind celule vimentin-pozitive si desmin-negative. Ulterior,
miofibroblastele au fost descrise si in compartimentul reactiv al stromei unor adenocarcinoame.
Miofibroblastul are un rol central in patogeneza fibrozei, fiind unul din principalii producatori ai
componentelor matricei extracelulare [78]. In leziunile fibrotice, sub actiunea factorilor de
crestere, precum TGF-B1 are loc activarea fibroblastelor si diferentiera lor in miofibroblaste, care
exprimi a-SMA [62]. In 2012, Sampson si colab. confirmi procesul de diferentiere a fibroblastelor
in miofibroblaste, in vitro [181].

In prezent, nu este clar inca care ar fi originea exacta a miofibroblastelor. Majoritatea lor
provin prin procesul de transdiferentiere din fibroblastele rezidente sau celulele musculare netede.
Totusi, in literatura de specialitate se regdsesc date care relateazd despre provinenta
miofibroblastelor din celulele periacinare vimentin-pozitive, din progenitorii maduvei
hematogene, din pericitele vasculare, din alte celulele stem/progenitoare mezenchimale rezidente
in tesuturi sau din celulele derivate prin procesul de tranzitie epitelio-mezenchimala [136, 217].
Existd studii, care aratd cd functia sau localizarea celulelor progenitoare ale miofibroblastelor
depind de organ [136]. Toate aceste tipuri de celule progenitoare reprezinta surse alternative de
miofibroblaste atunci cand fibroblastele locale nu satisfac cererea crescuta pentru aceste celule n

procesul de reparare. Probabil diversitatea celulelor progenitoare contribuie la aparitia
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numeroaselor subpopulatii de miofibroblaste, care prezinta proprietati biologice specifice, si care
sunt importante de studiat pentru a putea dezvolta noi strategii terapeutice.

Miofibroblastele reprezinta elementul cheie implicat in procesele de interactiune epitelio-
mezenchimale, frecvent Intalnite in timpul morfogenezei. Acestea se impun atat prin secretia
mediatorilor solubili ai inflamatiei si a factorilor de crestere, cat si prin formarea si secretia
componentelor structurale ale matricei interstitiale, si/sau a moleculelor membranei bazale.
Acestea pot fi implicate in formarea si repararea matricei extracelulare (MEC) si proliferarea si
diferentierea structurilor epiteliale (sau parenchimatoase), vasculare si neurale [16, 217].

In cancer, s-a demonstrat ci celulele tumorale au capacitatea de a induce transformarea
fibroblastelor intr-un fenotip miofibroblastic reactiv. Miofibroblastele stromei reactive din
adenocarcinoame promoveaza progresia cancerului prin crearea unui micromediu cu proprietati
stimulante pentru celulele tumorale [48, 92]. Activarea miofibroblastelor are loc in 2 etape, fiecare
fiind caracterizatd prin modificari specifice ale citoscheletului. Initial apar “’proto-
miofibroblastele” — celule care achizitioneaza de novo fascicule contractile, care genercaza
suficiente forte pentru migrarea celulara, si respectiv pentru remodelarea initiald a matricei
extracelulare. Ulterior in prezenta stresului mechanic si TGFB1 proto-miofibroblastele se
diferentiaza in miofibroblaste, care expreseaza a-SMA in “fibrele de stress”. Incorporarea a-SMA
in “fibrele de stress” face ca miofibroblastele sa fie extrem de contractile [159].

Miofibroblastele sintetizeaza componentele MEC, precum ar fi colagen tip I, colagen tip
III, fibronectina, tenascind, si versican. Suplimentar, miofibroblastul secretd proteaze, inclusiv
activatorul de plasminogen urokinaza, FAP, si MMP. Mai mult decat atat, multiple studii
raporteazd implicarea miofibroblastelor in secretia factorilor de crestere care promoveaza
neoangiogeneza [109, 159].

Fibroblastul cancer-asociat (CAF)

In stroma reactivd fibroblastele cancer-asociate sunt fenotipic si functional diferite de
fibroblastele normale de prostatda (NPFs), dar prezinta multiple caracteristici similare cu
fibroblastele din tesuturile de fibroza si cicatrizare [34]. Gena si pattern-ul de exprimare proteica
a CAF-urilor din prostatd tumorala sunt asemanatoare cu cele din stroma prostatei normale din
timpul histogenezei si morfogenezei glandulare [158]. Geneza CAF-urilor nu este inca clara,
acestea fie sunt generate prin activarea fibroblastelor si pericitelor pre-existente, sau prin
recrutarea acestora din maduva hematogend, fie reprezinta rezultatul trans-diferentierii celulelor
epiteliale sau endoteliale, astfel diverse subpopulatii de CAF pot avea origini diferite [16, 109].
CAF-urile sunt caracterizati printr-o expresie heterogena de markeri celulari, de exemplu, FAP,

FSP, aSMA, si PDGF-R [83, 235]. Subpopulatiile de CAF izolate de la pacientii cu cancer de
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prostata prezinta caracteristici biochimice specifice, urmare influentelor tintite de catre populatiile
heterogene de celule epiteliale tumorale adiacente. De mentionat ca unele subtipuri CAF sunt mai
tumorigene decat altele [101]. Heterogenitatea CAF, in cazul in care diferite subtipuri CAF
contribuie cu diferiti factori de stimulare, reprezintd, de fapt, elementul cheie in progresia
tumorala. Este recunoscut faptul ca, CAF contribuie la progresia tumorii prin modificarea MEC,
eliberarea factorilor de crestere si proteazelor, recrutarea si modularea raspunsului imun, astfel
contribuind la formarea micromediului tumoral [33, 83, 235]. CAF-urile din stroma prostatei
produc cantitati crescute de TGFp, SDF-1, HIF1a, Hes1, VEGF-D), IGF-1, tenascin-C, colagen 1
(COL1A1l), EGF, FGF2, FGF7, HGF si aSMA [101, 158]. Producerea CXCL14 de catre CAF-uri
in carcinomul de prostata, sporeste interactiunile acestora cu celulele tumorale, si n acelasi timp
favorizeaza infiltrarea tesutului tumoral cu macrofage, contribuind la polarizarea lor in fenotipul
M2 [35].

Rolul populatiilor de celule stromale in progresia cancerului de prostata a fost studiata prin
utilizarea de modele xenograft si de recombinare tisulard. Remarcabil, Hayward si colab. (2001)
au demonstrat ca celulele epiteliale non-tumorigene din tesuturile cu hiperplazie benignd de
prostata au fost transformate si au format cancer in momentul cand au fost recombinate cu CAF-
urile derivate din cancerul de prostata [86].

Este evident faptul ca, activarea miofibroblastelor/CAFs este un raspuns biologic previzibil
la destramarea sau alterarea stratului epitelial, indiferent daca aceste prejudicii sunt rezultatul unei
rani, hiperplazii benigne de prostata, inflamatii cronice, sau dezvoltarii precoce a cancerului. Mai
mult ca att, activarea stromei reactive are un caracter reparativ si, prin urmare, poate afecta
homeostazia epiteliului adiacent. Activarea componentelor stromei reactive in aceste focare
faciliteaza formarea tesutului de granulatie si remodelarea tisulara prin mai multe mecanisme,
inclusiv depunerea MEC si secretia factorilor de crestere [16].

Prezenta numeroaselor infiltrate limfohistiocitare in tesuturile prostatice hiperplazice
sugereaza ca aceste celule epiteliale modificate au imunogenitate suficientd pentru a recruta celule
imune. De asemenea, infiltratul masiv poate reflecta o crestere a sarcinii de antigeni asociati pe
celulele hiperplazice. Astfel de antigeni pot fi: PSA (antigenul specific prostatic), antigenele
prostatice specifice C1, C2, C5, PAGE-1, si antigenul celulei stem din prostata, care pot induce
activarea si proliferarea locala a celulelor imune [61]. Nu poate fi excus si faptul ca, urmare
stimularii locale, celulele hiperplazice sa produca mai multe citokine si molecule de adeziune, ceea
ce conduce la o recrutare mai mare de celule imune [55].

Este bine cunoscut, de asemenea, faptul ca progresia tumorii in limitele organului este

influentata de neoangiogeneza, date dovedite de multiple cercetari [109, 218]. Cu certitudine
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putem afirma cd, celulele stromale reactive din micromediul tumorii moduleaza progresia si
severitatea cancerului, precum si aspectele legate de angiogeneza si inflamatie [83, 111, 157, 218]

Mastocitul

Mastocitele (MC) reprezinta cele mai contraversate celule ale stromei, rolul carora este
complex si, deocamdata, nu pe deplin inteles. Acestea prezintd heterogenitate in ceea ce priveste
functia si morfologia lor in diferite organe. Mastocitele sunt considerate celule imunitare
multifunctionale implicate Tn mai multe stari fiziologice si patologice. Cu certitude putem spune,
ca maturizarea, fenotipul si functia mastocitelor sunt determinate direct de micromediul adiacent,
care, de asemenea, are o influenta semnificativa asupra capacitatii lor de a recunoaste si a raspunde
la diferiti stimuli prin eliberarea unui sir de mediatori biologic activi.

Mastocitele sintetizeaza trei categorii de substante efectoare. Prima categorie de molecule
se referd la acelea care sunt stocate in granule, precum: serotonina, histamina, heparina, triptaza si
chimaza. Un alt grup de molecule cuprinde substantele sintetizate de novo la stimularea celulelor,
cum ar fi: mediatorii lipidici (PAF), prostaglandinele (PDG2) si leucotrienele (LTB4, LTDA4).
Ultima categorie de molecule efectoare se referd la o varietate larga de substante, precum ar fi:
citokinele - Thl-asociate (IFN-y, IL-2, IL-3, GM-CSF si TNF-a), Th2-asociate (IL-4, IL-5, IL-6 ,
IL-10, IL-13, IL-33 si GM-CSF) sau TH17-induse (TGF-B, IL-6, IL-1p si TNF-a), chemokinele
si factorii angiogenici, inclusiv VEGF si triptaza, precum si proteazele (triptaza, chimaza,
cathepsina si carboxipeptidaza A3) [110]. Proteazele sunt exprimate exclusiv de mastocite si
reprezinta aproximativ 25% din continutul proteic al celulei. Continutul de proteaze in mastocite
variazd, odatd, in functie de distributia tisulara a mastocitelor, dar si de la o specie la alta, 1ar aceste
diferente sunt importante pentru a stabili fenotipul mastocitar [59].

In prostata umana numarului de mastocite crestere, ceea ce se poate explica prin cresterea
cantitatii stromei conjunctive odata cu varsta [107]. Prezinta interes datele care evidentiaza un
numar crescut de mastocite in ariile fibromusculare comparativ cu ariile glandulare in cazurile de
hiperplazie benigna de prostatd. Desi aceste observatii au fost raportate, autorii nu au putut sa
obtina nici o concluzie evidenta cu privire la aceste date. Motivul acestui numar mare de celule in
zona fibromusculard poate fi legat de potentialul fibrinogenic al triptazei produse de mastocite.
Abe si colab. in 1998 [4], precum si Meineke si colab., in 2000 [134] sugereaza ca, triptaza poate
fi implicatd direct in procesul de proliferare al stromei conjunctive din hiperplazia benigna de
prostata. Studiul mastocitelor in carcinomul de prostata pentru prima data a fost efectuat de catre
Gupta, in 1970 [80].

in prezent, datele din literatura de specialitate, referitor la numarul mastocitelor din stroma

adenocarcinomului de prostatd, raman a fi controversate. O corelatie intre infiltrarea mastocitara
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si prognosticul evolutiei patologiei date a fost descrisa in diferite tumori umane [58, 110]. Recent,
in cancerul de prostata, mastocitele au fost identificate ca noi markeri independenti de prognostic
[108]. Cu toate acestea, studiile anterioare, privind biopsiile prostatice, relateaza densitati crescute
ale mastocitelor cu caracter evolutiv favorabil si un prognostic bun [57, 183]. Aceasta discrepanta
a datelor ar putea fi explicata prin faptul ca, cancerului de prostata este o boala multifocala, iar
fiecare tumora este, de obicei, caracterizata prin focare neoplazice multiple cu structura
heterogena.

Mastocitele pot contribui la dezvoltarea tumorii prin diverse mecanisme, cum ar fi
inducerea imunosupresiei, angiogeneza, mitogeneza, precum si prin degradarea matricei
extracelulare prin intermediul proteinazelor. Proteazele secretate de mastocite (chimaza, triptaza,
colagenazele, MMPY/gelatinazele, etc.) contribuie la remodelarea tesuturilor prin proteoliza
selectiva a proteinelor matricei extracelulare, activarea metaloproteinazelor matriciale (MMPs) si
modularea vasculara. Astfel, in literatura de specialitate se regasesc diverse studii care relateaza
despre un numar crescut de mastocite localizate la hotarul de invazie a tumorilor [125]. Indirect,
aceste date reflectd, partial, despre rolul MC in degradarea matricei extracelulare si promovarea
angiogenezei, precum si in pregatirea invaziei tumorale.

Proteazele serine, secretate de mastocite, controleaza si activitatea mitoticd a celulelor
tumorale. Astfel, mastocitele triptaz-pozitive pot sa influenteze direct cresterea celulelor tumorale.
Yoshii si colab. [231] au demonstrat ca triptaza poate fi responsabila pentru stimularea cresterii
tumorale, in special prin activarea MAP-kinazei si secretia de prostaglandina E2.

Mastocitele faciliteaza cresterea tumorald, si prin participarea lor in procesul de
angiogeneza tumorala. Angiogeneza reprezintd un proces dinamic mediat de celulele endoteliale
important In procesele fiziologice, si, de asemenea, este crucial in tumorigeneza si inflamatia
cronicd. Angiogeneza este controlata de echilibrul dintre factorii proangiogenici si antiangiogenici
din micromediul adiacent vaselor, cu implicare proteinelor matriciale extracelulare, a moleculelor
de adeziune si a enzimelor proteolitice. Principalii factori proangiogenici sunt -VEGF, FGF, TGF-
B, PDGF, IL-8 si angiopoietina-1, iar cei mai studiati factori antiangiogenici sunt angiostatina,
endostatina [144].

La baza angiogenezei tumorale se afla dezechilibrul intre factorii pro- si antiangiogenici,
declansat de mediatorii angiostimulatori eliberati de celulele tumorale si imune. Modificarea
echilibrului conduce la activarea celulelor endoteliale, care initiazd o serie de evenimente
secventiale precum, degradarea MEC, migrarea si proliferarea celulelor endoteliale, formarea unor
structuri tubulare cu inmugurirea ulterioara a acestora, distributia spatiald a vaselor nou formate,

depunerea unei matrice extracelulare nou-formate cu mobilizarea pericitelor pentru stabilizarea
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vaselor [127]. Arhitectura vaselor tumorale este modificatd, acestea fiind neregulate, dilatate, cu
un traiect haotic. De asemenea, vasele tumorale prezintd heterogenitdti structurale, precum,
aspectul de mozaic al endoteliului vascular datorat prezentei unui numar variat de celule
endoteliale progenitoare si mature, membrana bazald cu grosime variabild, pericite reduse numeric
sau total absente. Urmare acestor modificari, vasele tumorale prezintd permeabilitate Tnalta si flux
sanguin mult incetenit [30].

Totusi, majoritatea factorilor angiogenici secretati de mastocite nu sunt exclusiv
mastocitari, deaceea, majoritatea cercetarilor privind rolul mastocitelor in angiogeneza tumorala
s-au concentrat pe studierea capacitatii mastocitelor de a sintetiza, stoca si elibera chimaza si
triptaza. Densitatea mastocitelor triptaz-pozitive creste odata cu progresia tumorald si sunt
localizate in contact strans cu vasele nou formate. Vascularizarea are o crestere liniard in raport cu
gradul displaziei in cancerele invazive. Studiile privind corelatia dintre mastocitele triptaz-pozitive
si angiogeneza au evidentiat, de asemenea, o asociere pozitiva intre agresivitatea si prognosticul
slab al tumorii [7, 26, 27].

Mastocitele exprima membranar receptori pentru ciateva componente ale complementului
(de exemplu, CR3, CR4 si CRS5). Studiile in vitro au aratat ca produsele C3a si C5a ale
complementului, activeaza mastocitele si induc, de asemenea, activitate chimiotactica a lor. Se
sugereaza, cd mastocitele ar putea exercita un rol neasteptat in controlul homeostaziei prostatei,
intrand in competitie cu celulele prostatice stem [166].

Desi nu se cunoaste exact rolul mastocitelor intratumorale, numeroase studii arata
importanta lor in prognosticul tumorilor maligne. Mastocitele se acumuleazda in stroma
peritumorald, acest aspect fiind observat, in special, in adenocarcinoamele mamare. Din categoria
de mediatori cu efect benefic asupra tumorii fac parte heparina, interleukina 8 (IL-8) si VEGF,
care induc neovascularizatia, histamina cu efect imunosupresor, proteazele care distrug matricea
din jurul tumorii si faciliteaza metastazarea.

In afara de acesti mediatori cu efect benefic pentru tumori in granulele mastocitare se
gasesc si mediatori ce actioneaza in detrimentul tumorii. Din acest grup de mediatori fac parte
citokinele precum IL-1, IL- 4, IL-6 si factorul de necroza tumorala, care pot induce apoptoza in
celulele tumorale, triptaza care induce inflamatia si condroitin sulfatul care poate actiona ca
inhibitor pentru metastazare. Prin urmare mastocitele se acumuleaza in jurul tumorilor si pot
induce sau inhiba cresterea tumorala in functie de conditiile de micromediu [211].

Mastocitele, de asemenea, pot influenta comportamentul celulelor imune, care au origine
hematopoietica si participa in raspunsurile imune Inndscute sau dobandite, precum: granulocitele,

monocitele/macrofagele, celule dendritice, limfocitele T, B, NK si NKT, etc. Actiunea
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mastocitelor asupra recrutdrii, supravietuirii, dezvoltarii, fenotipului sau functiei celulelor imune
poate fi definitd prin termenul de functii imunomodulatoare”.

Macrofagul

Macrofagele sunt celule derivate din progenitorii CD34+ ai maduvei rosii hematogene,
linia mieloida si apartin sistemului imunitar Inndscut. Acestea deriva din monocitele circulante
care migreaza in tesuturi, unde si are loc diferentierea in macrofage. Una din functiile importante
ale macrofagelor este fagocitoza resturilor celulare si a bacteriilor. Nu in ultimul rand, macrofagele
au un rol important atat in initierea, cat si in resorbtia procesului inflamator [25]. De asemenea,
macrofagele sunt printre primele celule imune care ajung sa infiltreze leziunile tumorale
preinvazive si persista de-a lungul transformarii acestora in cancer invaziv [178].

Mai mult, macrofagele se pot manifesta prin raspunsuri pro-inflamatorii sau
antiinflamatorii, in functie de tipul stimulului receptionat din micromediul invecinat. In prezent,
sunt identificate doud fenotipuri majore de macrofage: M1 si M2. Macrofagele M1, sau
macrofagele clasic activate, sunt celule agresive, implicate intens n procesul de fagocitoza, si
promovarea raspunsurilor Thl. Acestea sunt macrofagele care, de obicei, sunt observate in
infectiile microbiene. Macrofagele M1 sunt celule secretoare de citokine inflamatorii importante,
precum IL-12, IL-1p, TNF-a, IL-6 si IL-23 [208]. In cancere, macrofagele clasic activate joacd un
rol important in recunoasterea si distrugerea celulelor canceroase, iar prezenta lor in masa
tumorald, de obicei, este legatd de un pronostic bun al bolii. Fiind recunoscute, celulele maligne
sunt distruse prin diverse mecanisme, de exemplu secretia de TNF-o [208]. Diversi factori ai
mediului tumoral, precum si proteinele secretate de catre celulele rezidente pot induce polarizarea
macrofagului din fenotipul M1 spre M2. Macrofagele M2 sau macrofagele alternativ activate, sunt
celule antiinflamatorii, activ implicate in procesele de angiogeneza si regenerare tisulara. Ele
secretd cantitati crescute de IL-10, IL-13, TGF- si alte citokine anti-inflamatorii [208]. In functie
de setul de molecule secretate sunt identificate cateva subtipuri de macrofage M2. Aceste sunt: 1)
macrofagele M2a — denumite profibrotice, secretoare de IL-4 si IL-13; 2) macrofagele M2b —
contin IC sau liganzii TLR/IL1-R, si sunt implicate in reglarea imunitatii si deseori fiind
mentionate ca celule reglatoare; 3) macrofagele M2c — secreta IL-10 si TGF-B, deseori sunt
descrise ca celule dezactivate, ce sunt implicate in suprimarea imunitatii, regenerarea tesuturilor
si remodelarea matricelor; 4) macrofagele M2d sau macrofagele cancer asociate (TAM) — acestea
potentiaza progresia si cresterea tumorala, prin promovarea procesului de neoangiogeneza [10].

Micromediul tumoral, in mod semnificativ afecteaza polarizarea macrofagelor. Cancerul
este asociat deseori cu procese inflamatorii care impun recrutarea celulelor derivate din maduva

hematogena [83]. Factorii de crestere, precum, CSF-1, VEGF, MCP-1, dar si chemokinele CCL
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induc chemotaxis-ul monocitelor in micromediul tumoral [118]. Neutralizarea MCP-1 aproape
complet blocheazad acumularea de macrofage in tumori. VEGF, pe langa rolul angiogenic,
recruteaza monocitele in micromediul tumorii, iar prin blocarea VEGF rezulta nu doar reducerea

densitatii vasculare, dar, de asemenea, si reducerea infiltratului macrofagal [177].
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Fig. 1.2. M1/M2 polarizarea macrofagelor [208]

Macrofagele cancer-asociate deriva fie din macrofagele tisulare rezidente si/sau prin
recrutarea precursorilor macrofagelor din maduva rosie hematogena. Cortez-Retamozo, in 2012,
relateaza despre prezenta a unui numar mare de precursori TAM 1in splina, care ulterior de aici pot
migra in stroma tumorilor. Aceste date sugereaza ca splina poate fi consideratd un rezervor de
TAMs [36]. Studii recente demonstreazd ca CSF-1 reprezinta factorul primar care atrage
macrofagele spre periferia tumorii. Secretia CSF-1 de cétre celulele tumorale este insotita deseori
de rate mai mici de supravietuire si un prognostic general rezervat [123]. Citokinele, TNF-a si IL-
6, par a fi importante in recrutarea si acumulare macrofagelor la periferia tumorilor. O alta
proprietate a macrofagelor tisulare este producerea si secretia metaloproteinazelor matriceale
(MMP), catepsinei si altor enzime proteolitice care degradeaza matricea extracelulara [81]. Prin
producerea CSF-1 si TNF-o, celulele tumorale recruteaza macrofage care produc MMP-2, MMP-
3, MMP-7 si MMP-9. Aceasta particularitate functionald a macrofagelor foarte utila in procesele
de vindecare a ranilor este exploatatd la maximum de cétre celulele tumorale in procesele de
invazie. Invazia este conditia esentiala pentru procesul de metastazare, care la randul sau reprezinta

unul dintre cele mai importante semnale distinctive ale malignitatii. Multiple studii au demonstrat
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ca, proprietatea celulelor tumorale de a invada tesuturile depinde in mare parte de macrofage.
Invazia celulelor tumorale este nsotitd proeminent de migrarea dirijata a macrofagelor. Excluderea
macrofagelor poate reduce numarul de celule tumorale care intrd in fluxul de sange [118].
Investigatiile moleculare au demonstrat faptul ca subtipul invaziv de macrofage asociate tumorii
reprezintd o subpopulatie unica de macrofage ce prezintd nivel crescut de semnalizare Wnt, care
stimuleaza migrarea celulelor tumorale [155].

Macrofagele asociate tumorii se acumuleaza preferential in regiunile precar vascularizate
ale tumorii caracterizate printr-o tensiune scazuta a oxigenului. Astfel, migrarea macrofagelor este
suprimata in conditii de hipoxie, iar macrofagele sunt imobilizate in regiunile avasculare si
necrotice ale tumorii datorita hipoxiei caracteristice acestora. Astfel hipoxia reprezintd un factor
de stres care impreuna cu alti parametrii ai micromediului cum ar fi: pH-ul scazut, nivelul scazut
al glucozei, nivelul crescut al lactatului, influenteaza profund biologia macrofagelor. In conditii
de hipoxie macrofagele tumorale 1si adapteaza metabolismul cu trecerea la metabolism anaerob,
astfel se intelege cum activitatea proangiogenica a macrofagelor este reglata de hipoxie. Membrii
familiei HIF (factor inductiv al hipoxiei din superfamilia factorilor de transcriptie) joaca un rol
cheie in expresia genelor care regleaza adaptarea la conditii de hipoxie [168].

Macrofagele pot produce cantitati mari de VEGF-C si VEGF-D, drept urmare, frecvent,
infiltratul macrofagal este asociat cu limfangiogeneza peritumorald, date observate in
adenocarcinomul pulmonar si cancerul de col uterin [219]. Schoppmann si colab. (2006) au
identificat un subset de macrofage asociate tumorii VEGFR-3 + [185]. Expresia crescuta a axei
VEGF-C/VEGFR-3 joaca un rol critic in progresia cancerului de prostata si metastazarea in
nodurile limfatice regionale [105]. Datele din literatura de specialitate sugereaza ca, expresia
VEGFR-3 este asociatd cu progresia tumorala si poate juca un rol important in raspandirea
carcinomului de-a lungul vaselor limfatice. Evidentierea unui nivel crescut de VEGFR-3 in
celulele tumorale din adenocarcinomul de prostata creste riscul recurentelor la pacientii tratati prin
prostatectomie radicala [119].

Mai mult, Nonomura si colab. (2011) relateaza despre existenta unor corelatii stranse intre
infiltratul macrofagal si nivelul seric PSA, precum si scorul Gleason, pentru specimenele de
prostata obtinute prin biopsie cu ac subtire [153]. Se considera ca macrofagele cancer asociate isi
pot mentine fenotipul M2 prin receptionarea semnalelor de polarizare produse de celule tumorale,
semnale ce sunt mediate prin cascadele de semnalizare IkB-f kinaza si NF-kB. De mentionat c4,
inhibarea NF-kB 1n macrofagele cancer asociate conduce la activarea clasica a acestora [95].

Fiind faptul ca, masele tumorale contin un numar mare de macrofage M2, TAM-urile pot

servi o noud tintd in tratamentul cancerului. Astfel, reducerea numarului de macrofage cancer
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asociate sau polarizarea acestora spre fenotip M1 poate conduce la distrugerea celulelor neoplazice
si/sau reducerea cresterii tumorale.

Celula dendritica

Exista dovezi clare care demonstreaza ca, activitatea imunad mediata de celulele gazda, la
pacientii cu adenocarcinom de prostatd, este deprimati sau/si compromisa. In plus, mai multe
studii au demonstrat ca, progresia cancerului de prostatd este acompaniatd de o supresie marcata
al sistemului imun, exprimata prin apoptoza excesiva al celulelor dendritice, celule responsabile
de declansarea imunitatii antitumorale [53].

Celulele dendritice (DC) sunt celule de baza a rezistivitatii, ce au un rol-cheie in initierea,
ghidarea si reglarea raspunsurilor imune de adaptare [135]. DC reprezinta o populatie celulara
heterogena, identificaindu-se doua tipuri majore de celule: celulele dendritice conventionale (sau
mieloide) — ¢DCs si celulele dendritice plasmocitoide — pDCs [122]. Actionand ca santinelele,
celulele dendritice recunosc si preiau antigenele microbiene, ulterior migreaza in organele limfoide
secundare, unde proceseaza antigenele ca ulterior sd prezinte epitopi peptidici limfocitelor T nule,
astfel actionand ca celule prezentatoare de antigen inalt specializate [195]. Ambele subseturi DC
devin pe deplin mature urmare stimularii, de obicei ca raspuns la actiunea agentilor patogeni.
Celulele dendritice conventionale secreta, in principal, IL-12, in timp ce cele plasmocitoide produc
interferonul (IFNy) [9, 215]. Celula dendritica reprezinta si ea un alt tip de celuld imuna ce poate
fi supusa modificarilor in functia "conventionala" a acestora sub actiunea celulelor tumorale,
astfel, contribuind la "orchestrarea" angiogenezei tumorale [23, 90, 122].

Studiile clinice au aratat ca, in diferite tipuri de tumori, DC prezinta modificari specifice in
capacitatea lor de stimulare [114, 164]. Unul din mecanismele care conduc aceasta diferentiere
anormala a celulelor mieloide este activarea constitutiva a activatorului de transcriptie-3 (STAT3),
care promoveaza proliferarea si acumularea continud a celulelor mieloide imature, astfel,
contribuind la suprimarea raspunsurilor imune cancer specifice. Factorii solubili, cum ar fi VEGF,
IL-6 s1 TGFp, pot contribui: la reducerea numarului de celule dendritice mature; acumularea
celulelor dendritice imature tolerante si polarizarea celulelor dendritice. Toate aceste aspecte
contribuie la evadarea celulelor tumorale de sub supravegherea sistemului imun. Celulele
dendritice, deseori, interactioneaza cu alte celulele ale sistemului imun, asa ca: NK, macrofagele
si mastocitele [195, 196]. De asemenea, DC au un rol important in controlul imunitatii umorale,
control realizat atdt prin interactiunea directd cu limfocitele B, cat si indirect prin potentarea
diferentierii celulelor T helper CD4+ [167].

Prezenta celulelor dendritice a fost observatd intr-un sir de tumori maligne. Prelevarea

antigenilor tumorali de catre celulele dendritice se face fie prin captarea celulelor tumorale moarte
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sau prin "ciupirea” celulelor tumorale vii [49]. La contactul celulelor tumorale decedate cu celulele
dendritice sau alte fagocite are loc mobilizarea a cel putin trei tipuri de semnale: "fiind-me", "eat-
me si "don't-eat-me" [170]. In prezent existi patru tipuri de substante, secretate de celulele
apoptotice, care functioneaza ca semnale "gaseste-ma": LPC, S1P, CX3CL1 si nucleotidele ATP
si UTP71. Semnalele "méananca-ma" sunt conectate de membrana, respectiv servesc ca markeri
pentru recunoasterea si interiorizarea celulelor tumorale moarte. Semnalele "nu ma mananca"
functioneaza drept reglatori negativi ai captarii celulelor tumorale de catre celulele dendritice sau
alte fagocite. Semnalele acestui grup includ lactoferina si CD47, care la interactiunea cu proteina
semnal-reglatoare o (SIRPa sau SHPS1) genereaza semnale inhibitoare, astfel stopeaza fagocitoza
[49, 162, 170].

Celulele tumorale din carcinomul de prostata pot inhiba semnificativ conversia
monocitelor in celulele dendritice. De mentionat ca, celulele dendritice diferentiate in stroma
tumorala prezinta defecte functionale evidente. De asemenea, este posibil cd, in adenocarcinomul
de prostata, celulele tumorale nu doar induc apoptoza celulelor dendritice diferentiate, dar si inhiba
geneza $i maturarea acestora, astfel, In final scade dramatic productia de celule prezentatoare de
antigen si are loc inhibarea activitatii lor functionale [1]. In plus, PSA secretat de citre celulele
tumorale in vitro inhiba geneza si maturarea celulelor dendritice [2].

1.3.2. Compartimentul extracelular al stromei reactive

Multiple studii au evidentiat modificari, de asemenea, in expresia moleculard a MEC in
carcinoamele de prostata avansate, cum ar fi expresia crescuta a BSP (sialoproteinei osoase) si
caderinei 11, sau expresie scazuta a colagenului VII. BSP se exprima aberant intr-0 varietate de
tumori osteotrope, iar expresia crescutd a BSP de cétre celulele tumorale prostatice si mamare se
coreleaza cu un potential invaziv crescut al adenocarcinoamelor [222]. Studiile pe cancerele
umane au identificat mai multe proteine suplimentare si enzime de remodelare ale MEC, secretate
de celulele stromei reactive.

Tenascina este o glicoproteina MEC exprimata predominant in timpul embriogenezei,
vindecarii ranilor si proceselor neoplazice. Aceasta glicoproteina functioneaza ca un modulator al
interactiunii celuld-matrice, facilitind migrarea celulara [102]. In plus, studiile anterioare relateazi
despre nivelurile scazute de tenascina in tesuturile normale de prostatd, comparativ cu nivelurile
mai crescute de tenascina in stroma carcinomului de prostata. Exprimarea tenascinei a fost asociata
cu aparitia vaselor sangvine mici si cu remodelarea stromei subepiteliale. Depozitele de tenascina
indica procese de reconstructie atdt in tesuturile non-neoplazice, cat si in cele neoplazice, iar
principalele celule din stroma cancerului de prostata responsabile de producerea tenascinei sunt

miofibroblastele [76].
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Proteina de activare a fibroblastelor (FAP) este identificata ca o glicoproteina celulara
de suprafata, care are un rol important in procesele de invazie si metastazare a tumorii. FAP este
considerata un marker important de identificare a CAF-urilor activate in procesul remodelarii
tisulare. In plus, proteina de activare a fibroblastelor nu este exprimati in fibroblastele din
tesuturile normale [124]. Niveluri crescute de proteind de activare a fibroblastelor sunt frecvent
detectate in tumorile epiteliale, precum cancerul pancreatic, cancerul de colon, cancerul de
prostatd, cancerul de san si cancerul de piele, dar si In unele sarcoame osoase si cancere ale
tesuturilor moi [124]. Studii recente au aratat cd, FAP manifesta o activitate proteazica si
contribuie la remodelarea MEC. Functional, FAP sporeste proliferarea si invazivitatea celulelor
stromale activate si poate afecta apoptoza celulard in principal atunci cand aceastd proteina
coreleaza cu tumorigenicitatea crescuta datorata proteolizei matricei celulare extracelulare [234].
Distributia si functia specificd a FAP fac ca aceasta proteind sa fie considerata un nou marker de
prognostic si tinta terapeutica In tumori.

Matricea extracelulard reprezintd o barierd in calea celulelor tumorale atat in tumorile
primare, cat si cele secundare. Pentru a depasi aceastd bariera, celulele canceroase modifica
continutul de proteaze specifice, astfel, degraddnd componentele extracelulare. Modificarile de
continut al proteazelor sunt asociate cu progresia cancerului de prostata.

Metaloproteinazele matriceale (MMP) sunt enzime proteolitice care degradeaza
matricea extracelulard si membrana bazald si sunt implicate in remodelarea tisulard, invazia
tumorala si neovascularizarea tumorilor. Aceste enzime sunt produse de catre componenta celulara
a stromei reactive, de exemplu, MMP-1, MMP-2 si MMP-9 sunt intens secretate de macrofagele
M2. Multe studii au evidentiat cd expresia crescuta de MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-
13, MMP-14, MMP-15 si MMP-26 in stroma reactiva este corelatad cu carcinomul de prostata
avansat sau metastatic, in timp ce expresia MMP-1 este asociata cu tumori de grad mic si o
incidenta scazuta a invaziei [77]. MMP-urile sunt inhibate in mod specific de o familie de proteine
extracelulare denumite inhibitori tisulari ai metaloproteinazelor (TIMP). Exista patru membri ai
familiei TIMP, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 si TIMP-4, fiecare inhiband activitatile diferitelor
MMP-uri cu eficienta variabila [22].

In carcinomul de prostati, existi un dezechilibru de expresie a MMP si TIMP, manifestata
prin pierderea generald a nivelurilor de expresie a TIMP si cresterea nivelurilor MMP. Activitatea
crescutd a MMP promoveaza progresia cancerului de prostata nu doar prin facilitarea metastazelor,
ci si prin impactul profund asupra mai multor etape ale proliferarii celulare, apoptozei,

angiogenezei si tranzitiei epitelial-mezenchimale [77].
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Producerea componentelor MEC si a proteazelor de catre celulele stromei reactive indica
faptul ca, MEC din cancerul de prostatd uman este intr-un proces continuu de remodelare activa si

indirect sugereaza modificarea micromediului stromal.

1.4. Importanta receptorilor androgenici in dezvoltarea prostatei si a leziunilor
proliferative de prostata

Androgenii, precum si receptorii androgeni (AR) joacd un rol important in exprimarea
fenotipului masculin. Pe parcursul perioadei embrionare androgenii induc expresia factorilor de
crestere In celulele mezenchimale, care la randul lor stimuleaza indirect proliferarea celulelor
epiteliale de prostatd care nu exprimi incid AR. In prostata adulti, celulele secretoare luminale
precum si celulele stromale, exprima AR, 1nsd in acest stadiu rolul androgenilor nu mai este de a
promova cresterea, ci mai degraba de a mentine structura, starea de diferentiere si functia secretorie
a glandei. Mai mult, androgenii controleaza moartea celulelor epiteliale, astfel rezultatul castrarii
este involutia prostatei si pierderea aproape completa a celulelor epiteliale prin apoptoza [128].

Pe langa rolul lor in dezvoltarea normala a prostatei si mentinerea homeostaziei acesteia,
androgenii, de asemenea, potentiaza cresterea tumorilor de prostatd. Prima informatie a faptului
ca adenocarcinoamele de prostata sunt dependente de androgeni a fost documentata de Huggins si
colab. [97] acum sase decenii. Intr-un experiment revolutionar, autorii au aritat ci tumorile de
prostata s-au redus la castrare, astfel stabilind baza terapiei hormonale. De asemenea rolul-cheie
le revine androgenilor si in dezvoltarea HBP, astfel ca scaderea semnalizarilor AR reduce volumul
de HBP si amelioreaza simptomele tractului urinar inferior. Mecanismele de semnalizare
androgen/AR implicate in dezvoltarea HBP raman neclare, iar eficacitatea medicamentelor curente
pentru tratarea HBP este inca limitata.

Importanta receptorilor AR si efectele androgenilor in stroma tumorilor de prostata, dar si
in hiperplaziile nodulare benigne, a fost mai putin studiatd In comparatie cu cea din celulele
epiteliale. Studiile recente, sugereaza ca receptorii stromali AR pot fi mai importanti decat cei
epiteliali recunoscuti anterior. Adenocarcinomul de prostatd este insotit de diverse alterdri in
functionarea AR. Transformarea celulelor epiteliale in timpul cancerogenezei ar putea fi asociata
cu modificari ale expresiei AR in nucleii celulelor stromale. Rolul receptorilor androgeni in
procesul de reglare a homeostaziei celulelor stromale ale prostatei nu este pe deplin inteles. in
acelasi timp importanta receptorilor androgeni in reglarea stromei reactive la progresia cancerului
nu poate fi exclusa. Studii recente sugereaza ca AR-ul este exprimat intr-un subset de fibroblaste
ai prostatei si regleaza expresia mai multor factori de crestere [209]. Mai mult decat atat, factorii

secretati de celule stromale prostatice stimulate androgenic la randul lor stimuleaza proliferarea
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celulelor tumorale. Sub actiunea androgenilor sunt stimulate procesele de miodiferentiere a
fibroblastului [62]. Aceste studii sugereaza ca androgenii realizeaza un rol important in mentinerea
homeostaziei stromei, precum si in modificarile din stroma reactiva in diverse leziuni proliferative
de prostata.

Conform datelor existente in literatura de specialitate, mentionam ca, atat celule stromale
AR-negative, cat si AR-pozitive promoveaza cresterea celulelor epiteliale tumorale, in lipsa
androgenelor, prin secretia unor factori paracrini (citokine, factori de crestere, etc) independenti
de AR [64]. In acelas timp, celulele AR-pozitive ale stromei secretd un alt factor paracrin (factor
inhibitor de crestere), care este inhibitor al cresterii celulelor tumorale si care este dependent de
prezenta androgenilor/AR-lui [126].

Aprecierea rolului receptorilor androgenici stromali de-a lungul progresiei cancerului de
prostata este totusi complicata, iar studiile pe diverse modele experimentale sugereaza interpretari
diferite, uneori controversate. Conform unor date, celulele epiteliale, care Tn mod normal sunt
reglate prin semnalele generate de stroma, devin mai putin controlate de stroma atunci cand devin
tumorale, ceea ce indica o modificare a axului de control al procesului de crestere — de la control
paracrin la cel autocrin [19]. Alte studii relateaza faptul ca, reducerea receptorilor androgeni in
celulele stromale este urmata de proliferare redusa a celulelor epiteliale, depunerea anormala de
colagen, si scaderea expresiei mai multor factori de crestere [233]. Datele controversate impun
necesitatea unor studii suplimentare si profunde in evidentierea rolului AR-lui stromal in
carcinomul de prostata.

Micromediul creat de stroma reactiva in leziunile proliferative de prostata este foarte
complex. Perturbarea homeostaziei tisulare este probabil cel mai important eveniment in formarea
stromei reactive. Devine evident faptul ca, diferite tipuri de celule interactioneazd in micromediul
tumorii si aceste interactiuni au un caracter focal si heterogen. Factorii de crestere, chemokinele,
citokinele, inclusiv TGF-bs, interleukinele, factorii de crestere a fibroblastelor, Wnts, precum si,
orice factor sau mecanism care regleaza procesele inflamatorii si repararea tesuturilor sunt probabil
implicate in aceste interactiuni complexe. In prezent, este din ce in ce mai clar ci, heterogenitatea
stromei reactive, precum si interactiunile dintre diferite tipuri de celule ale stromei dau nastere

unui micromediu cu un potential inalt tumorogenic.

1.5. Sinteza la capitolul 1
In prezent nu exista biomarkeri suficienti de buni in managementul cancerului de prostati,

deoarece carcinomul de prostatd, de obicei, se prezinta ca o leziune multifocala si este destul de
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heterogen. Studiul biomarkerilor incluzand modificarile din stroma ar putea fi utilizate In
diagnosticarea si predictia exactd a evolutiei CaP.

Majoritatea studiilor asupra stromei tumorale cerceteaza interactiunea componentelor
stromei cu celulele epiteliale ale cancerului. Studii consacrate interactiunii diferitor tipuri de celule
stromale intre ele dar si cu componentele matricei practic lipsesc. Totusi, nu este exclus ca
asemenea interactiuni exista.

Lipsa datelor referitor la rolul mastocitului in transformarile benigne si maligne a prostatei
deriva din caracteristica incompletd a fenotipului mastocitar nu numai in leziunile proliferative
benigne sau maligne, dar si din stroma normala.

Celulele dendritice reprezintd o populatiec celulard cu o vastd activitate imuna, iar
intelegerea functiilor lor in stroma reactiva ar putea reprezenta o noud abordare a imunoterapiei
leziunilor proliferative de prostata.

Androgenii realizeaza un rol important in mentinerea homeostaziei stromei, precum si in
modificarile din stroma reactiva in diverse leziuni proliferative de prostata. Pe langa rolul lor in
dezvoltarea normala a prostatei si mentinerea homeostaziei acesteia, androgenii, de asemenea,
potentiaza cresterea tumorilor de prostata. Aprecierea rolului receptorilor androgenici stromali de-
a lungul progresiei hiperplaziilor de prostata ar aduce date noi care ar sta la baza inbunatatirii

terapiei hormonale.
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2. MATERIALUL SI METODELE DE CERCETARE

Studiul dat s-a bazat pe metodologia stiintifica existentd privind cercetarea histologica si
recomandarile actuale cu referire la cercetarea stiintifica moderna. Studiul s-a realizat in mai multe
etape, precum: definirea problemei de cercetare; studiul bibliografic; formularea ipotezelor,
scopului si obiectivelor; elaborarea designului cercetdrii: determinarea tipului de studiu si
designului esantionului; colectarea, prepararea si cercetarea materialului primar; analiza si
interpretarea rezultatelor; formularea concluziilor si recomandarilor. In scopul determinarii
problemei si fixarii temei de cercetare au fost analizate peste 300 surse bibliografice. Ulterior au
fost formulate ipotezele de lucru, scopul si obiectivele. In scopul interpretarii corecte a datelor si
formularii concluziilor s-a efectuat statistica descriptivda a datelor cantitative: calcularea
indicatorilor tendintei centrale si ai variatiei; statistica descriptiva a datelor calitative: calcularea
proportiilor si rapoartelor; statistica inferentiald: calcularea testelor parametrice si neparametrice
si a pragurilor de semnificatie.

2.1. Obiectul de studiu

Studiul a fost primar, descriptiv, observational transversal. In conformitate cu scopul si
obiectivele lucrarii, a fost cercetat tesutul prostatei in succesiunea modificarilor stromale in
hiperplazia nodulara de prostata (leziune proliferativa benigna) si cancerul de prostata (leziune
proliferativa maligna). Au fost studiate componentele stromei: celulele, fibrele de colagen si vasele
sangvine.

Cercetarea a inclus material histologic, specimene cu patologie prostatica, care a fost
recoltat prin operatie deschisa, TURP la bazele clinice din cadrul IMSP Institutul Oncologic si
IMSP Spitalul Clinic Republican din R. Moldova, in perioada anilor 2007-2010. Specimenele
lotului de control au fost prelevate la Centrul de Medicina legala de la persoane decedate accidental
(in primele 24 ore de la deces), fara patologie de prostati diagnosticati histologic. In urma
selectarii, au fost incluse in studiu 126 specimene, de la pacienti cu varsta cuprinsa intre 23 si 87

ani. Materialul a fost impartit dupa cum urmeaza (tabel 2.1.):

Tabelul 2.1. Repartizarea materialului histologic inclus in studiu

Cancerul de prostata (CaP) (n=80)

: Adenocarcinomul acinar Carcinomul
Cazurile o0 _ non-acinar
control bine—diferentiat  moderat-diferentiat  slab—diferentiat
(n=12) (n=34) &1 (scor Gleason = G2 (scor Gleason = G3 (scor Gleason
2-5) 6-7) 8-10
(n=14) (n=21) (n=30) (n=15)

N — numar specimene/lotul de studiu

44



2.2.. Scorul Gleason

CaP este adesea o afectiune multifocala, iar gradarea histologica a cancerului reprezinta un
pas important in definirea prognosticului. Astfel, specimenele cu cancer de prostata au fost
impartite in 2 grupuri: adenocarcinoame acinare si carcinoame non-acinare. Carcinoamele non-
acinare au fost estimate ca tumori slab-diferentiate. Diferentierea histologica a
adenocarcinoamelor acinare a fost efectuata cu utilizarea scorului Gleason. Scorul Gleason a fost
obtinut prin insumarea gradului primar (patternul histologic predominant) si gradul secundar (al
doilea pattern ca frecventd). Sunt recunoscute 5 grade de diferentiere, notate de la 1 la 5. Astfel
din cele 5 grade de diferentiere a rezultat un scor histologic, care a variat de la 3 la 10. In
adenocarcinoamele de prostatd caracterizate de un singur pattern histologic, gradele primar si
secundar au fost considerate aceleasi.

Pentru investigatiile imunohistochimice au fost selectate probe de la 119 pacienti (Tabelul
2.2.). Numarul total de preparate microscopice confectionate si studiate a fost de 1316.

Tabelul 2.2. Caracteristica materialului investigat

Cazuri Adenocarcinomul acinar }
Metoda control | HBP CZZ:;“ Total
(normi) Gl G2 G3

Colora‘;ie hematoxilina-eozina 12 34 14 21 30 15 126
Colora‘;ie tricromd Masson 12 34 14 17 30 12 119
Impregnatie argenticd dupa
Gordon-Sweet 12 34 14 17 30 12 119
Coloratie imunohistochimica
cu anticorpi anti-triptaza 12 34 14 17 30 12 119
mastocitara
Coloratie  imunohistochimica
cu anticorpi  anti-chimaza 12 34 14 17 30 12 119
mastocitara
Coloratie imunohistochimica
cu anticorpi anti-CD117 12 34 14 7 30 12 -
Coloratie imunohistochimica
cu anticorpi anti-CD68 12 34 14 17 30 12 —
COIOI'é.ltle . 1mqnohlstoch1mlca 12 34 14 17 30 12 119
cu anticorpi anti-S100
Coloratie imunohistochimica
Cu anticorpi anti-actina muschi 12 34 14 17 30 12 119
neted-alpha
Coloratie imunohistochimica
cu anticorpi  anti-receptor 12 34 14 17 30 12 119
androgenic
Coloratie imunohistochimica
dubla cu anticorpi anti-CD34/ 12 34 14 17 30 12 119
anti-triptaza mastocitara
Total 132 374 154 191 330 135 1316
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2.3. Metodele de cercetare

Fixarea materialului s-a efectuat imediat dupa recoltare, pentru a putea preveni procesele
litice. Procesarea primara a materialului a fost identicd pentru metodele morfologice si
imunohistochimice incluse in studiu. Materialul biologic prelevat era fixat in formalina tamponata
10% timp de 48 de ore, ulterior, aplicind metoda standard, incluse in parafina. Pentru coloratiile
histologice si histochimice, din fiecare bloc s-au efectuat sectiuni cu grosimea de Spm, montate,
ulterior, pe lame histologice obisnuite. Pentru coloratiile imunohistochimice, grosimea sectiunilor
a fost de 3um, acestea fiind montate pe lame silanate sau lame de tip ,,capilary gap”.

2.3.1. Metodele histologice

Pentru examinarea morfologica toate sSectiunile histologice au fost colorate cu
hematoxilind-eozina. Tehnica de colorare a fost efectuata prin metoda standard. Aceasta metoda a
permis stabilirea diagnosticului histopatologic, stabilirea gradului de diferentiere al
adenocarcinoamelor de prostata si selectarea sectiunilor destinate colorarii imunohistochimice.

Examinarea morfologicd a sectiunilor in HE furnizeaza putine informatii cu privire la
implicarea stromei in dezvoltarea si progresarea cancerului de prostatd. Pentru identificarea
gradului de colagenizarea al stromei, analiza modelelor de distributie a fibrelor de colagen si a
celulelor musculare netede in leziunile benigne si maligne de prostata, sectiunile histologice au
fost colorare prin metoda tricroma Masson. Acest procedeu a oferit o imagine de ansamblu a
distributiei, densitatii, morfologiei elementelor componente ale stromei prostatei. Sectiunile
deparafinate si hidratate erau colorate cu hematoxilind timp de 5 min. Ulterior acestea au fost
spalate consecutiv in apa curenta si apa distilatd a cate 5 min. Procedeul urma cu tratarea rapida a
sectiunilor cu picrofuxina (timp de cateva secunde) si spalarea in apa distilata timp de 5 min. La
etapa urmatoare sectiunile au fost tratate cu solutie de 2% de acid fosfovolframic timp de 5 min,
dupa colorate cu albastru de anilind — 5 min si tratate cu solutie de acid acetic 1% - 2 min. La final
sectiunile au fost deshidratate, clarefiate si montate in balsam de Canada. Metoda tricroma Masson
a permis evidentierea a trei elemente tisulare: fibrele de colagen s-au colorat in albastru, nucleii in
albastru-violet si miocitele in rosu.

Pentru studiu amplu al componentei fibrilare stromale, lamele histologice au fost colorate
prin impregnare argenticd dupa metoda Gordon-Sweet. Impregnarea argentica Gordon-Sweet a
fost realizatd pentru evidentierea fibrelor reticulare. Initial, sectiunile au fost deparafinate si
hidratate, dupa care erau prelucrate timp de 5 min in solutie de 0,25% de permanganat de kaliu.
Ulterior urma procedeul de spalare n apa distilata timp de 5 min si scufundare in solutie de 5% de
acid oxalic timp de 5 min. La etapa urmatoare, sectiunile au fost spélate in apa distilata timp de 5

min si prelucrate timp de 15 min cu solutie de 2% de sulfat feros amoniacal, iar la final spalate
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timp de 5 min in apa distilata. Ulterior, sectiunile erau tratate rapid (timp de 15 sec), cu o solutie
de nitrat de argint (tchnica de pregatire prezentata mai jos). Procedeul a continuat cu spilarea
sectiunilor, trei bai succesive, cu apa distilatd (cate 5 min fiecare). Dupa care, timp de 1 min
sectiunile au fost tratate 1n solutie de 10% de formalina, spalate ulterioara in apa distilata timp de
5min. La final, sectiunile histologice au fost tratarea timp de Smin cu tiosulfat de natriu de 2% si
spalate ulterior in apa distilata timp de 3min. Deshidratarea si clarefierea sectiunilor a urmat cu
montarea acestora cu balsam de Canada. Rezultatul impregnarii s-a manifestat prin colorarea
fibrelor reticulare in negru.

Tehnica pregatirii solutiei de nitrat de argint. Initial s-au luat 5 ml solutie de 10% de nitrat
de argint, la care picdtura cu picaturd s-a addugat amoniac. In prima etapa, solutia cipita o nuanta
cafenie, dar dupa titrarea continud cu amoniac, solutia devenea clard. La solutia obfinuta s-a
addugat, lent, S5Sml de solutie de 3% de NaOH, agitand continuu vasul de sticla. Drept urmare,
solutia s-a intunecat. Pentru ca solutia sa devina clard, s-a adaugat, picatura cu picatura, amoniac.
In vasul de sticld cu solutia obtinuti s-a addugat apa distilatd pana la volumul de 50ml. In final

solutia a fost filtrata.

2.3.2. Metodele imunohistochimice

Pentru o buna marcare a antigenului cu anticorpul specific, este important Inldturarea
minutioasa a parafinei. Deparafinarea sectiunilor histologice a fost facuta prin 3 bai succesive de
benzen: prima deparafinare — efectuata obligatoriu la termostat (temperatura de 57°C) timp de 40
minute, urmatoarele 2 deparafinari la temperatura camerei, 10 minute fiecare [169]. Urmele de
benzen au fost inlaturat prin scufundarea sectiunilor histologice in bai succesive cu concentratie
descrescatoare de alcool - 100%, 96%, 80%, 70% , cite 5 minute pentru fiecare baie. Substituirea
alcoolului de 70% a fost facuta cu apa distilata. Aplicarea anticorpilor primari a fost precedata de
demascarea prin caldura, in solutie de demascare la 99°C (timpul variind de la un antigen la altul),
si inhibarea peroxidazei endogene cu apa oxigenata 3 % - 5 minute (vezi tabelul 2.3). Cromogenul
folosit a fost 3,3 diaminobenzidina (DAB). Colorarea nucleelor s-a realizat cu hematoxilina Lille
modificata. Ulterior, preparatele au fost trecute prin 4 bai succesive de alcool (70%, 80%, 96%,
100%), urmata de clarefiere in benzen si montarea cu balsam de Canada.

Imunocolorarea cu anti-actina muschiului neted-alfa (a-SMA)

Elementul celular predominant al stromei de prostata este celula musculara neteda. a-SMA
este o proteina citoplasmatica globulara de 42 kDa exprimata in muschiul neted. Drept control
pozitiv intern au fost considerate celulele musculare netede din stroma fibromusculara a prostatei,
din peretii arterelor, artereolelor si venelor, pericitele din componenta capilarelor si venulelor, cat

si miofibroblastele stromei tumorale.
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Tabelul 2.3. Metodele imunohistochimice utilizate in studiu

. Incubare

Anticorp Sursa Clona Dilutie S('lsei Tﬁie D;?SZZ?:G anticorp

primar

Actina Novocastra, | Human prediluat | Bond Polymer | 20 minute, | 15 minute

muschi Newcastle | Alpha Refine Detection | pH 10, PT- | temperatu

neted-alpha | Upon Tyne, | Smooth System (Leica | Link ra camerei
UK Muscle Biosystem
Actin, clona Newcastle  Ltd,
asm-1 Newcastle Upon
Tyne, UK)

Triptaza Dako Monoclonal | 1:300 NovoLink  Max | 30 minute, | 30 minute

mastocitara | Glostrup mouse anti- Polymer pH6, PT- | temperatu
Denmark human, clona Detection System | Link ra camerei

AAl (Novocastra,
Newcastle Upon
Tyne, UK)

Chimaza NeoMarker | Monoclonal | prediluat | NovoLink  Max | 30 minute, | 30 minute

mastocitara | s Fremont, | mouse anti- Polymer pH6, PT- | temperatu
CA human, Detection System | Link ra camerei

clona CC1 (Novocastra,
Newcastle Upon
Tyne, UK)

CD 117 Novocastra, | Mouse, prediluat | Bond Polymer | 20 minute, | 15 minute
Newcastle | monoclonal, Refine Detection | pH9, PT- | temperatu
upon Tyne, | clona T595 System (Leica | Link ra camerei
UK Biosystem

Newcastle  Ltd,
Newcastle Upon
Tyne, UK)

CD68 Leica Human prediluat | Bond Polymer | 20 minute, | 20 minute
Biosystem | CD68 Refine Detection | Bond
Newcastle | antigen, System (Leica | Epitope
Ltd, clona Biosystems, Retrieval
Newcastle | 514H12 Newcastle Upon | Solution 2,

Upon Tyne, Tyne, UK), 15| (Leica

UK minute Biosystems
, Newcastle
UponTyne,
UK)

S100 Leica polyclonal prediluat | Bond Polymer | 10 minute, | 20 minute
Biosystem Refine Detection | Bond
Newcastle System (Leica | Enzyme 1
Ltd, Biosystems, (Leica
Newcastle Newcastle Upon | Biosystems
Upon Tyne, Tyne, UK), 15|, Newcastle
UK minute UponTyne,

UK)

AR (receptor| Dako Monoclonal | 1:50 NovoLink  Max | 40 minute, | 30 minute

androgenic) | Glostrup mouse anti- Polymer pH6, PT- | temperatu
Denmark human, clona Detection System | Link ra camerei

AR 441 (Novocastra,
Newcastle upon
Tyne, UK)
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Imunocolorarea cu anti-CD68. Anti-CD68, de obicei, este ales pentru imunocolorarea

celulelor liniei mieloide derivate din monocite, asa cum sunt macrofagele, care interactionand cu
alte celulele stromale, pot promova direct sau indirect modificari cantitative si calitative ale
stromei de prostata. Prin metoda data s-a reusit studierea macrofagelor, densitatii acestora, precum
si arelatiilor topografice ale macrofagelor cu tesuturile prostatice in leziunile proliferative benigne
si maligne.

Imunocolorarea cu anti-S100. Evaluarea cantitativa a celulelor dendritice, identificate ca

celule S100+, are o semnificatie prognostica pentru anumite tumori parenchimatoase. Aceasta
metoda ne-a permis sa studiem relatia intre densitatea celulelor S100+ din stroma si epiteliu.

Imunocolorarea cu anti-receptor androgenic. Pentru evidentierea receptorilor androgenici

pentru populatia celulara stromala si epiteliala am folosit coloratia sectiunilor cu anticorpul primar
monoclonal anti-receptor androgenic. Transformarea celulelor epiteliale in timpul cancerogenezei
ar putea fi asociata cu modificari ale expresiei AR 1n nucleii celulelor stromale.

Pentru analiza calitativa si cantitativd a mastocitelor, precum si studierea distributiei si

imunofenotipului mastocitelor in leziunile proliferative benigne si maligne ale prostatei am folosit
coloratia sectiunilor cu urmatoarea paleta de anticorpii primari monoclonali: anti-triptaza
mastocitard, anti-chimaza mastocitara, anti-CD117. Semnalele pozitive brune pentru triptaza,
chimaza si CD117 au fost observate la nivel citoplasmatic, cu pattern granular.

Dubla imunocolorare anti-CD34/anti-triptazi mastocitard. Cea mai facild metoda de

cuantificare microscopicd a angiogenezei tumorale este stabilirea microdensitdfii vasculare pe
preparate colorate imunohistochimic pentru markeri endoteliali. Ne-am propus sa efectuam studiul
microdensitatii vasculare si sa stabilim corelatii intre microdensitatea vasculard si mastocitele
implicate in angiogeneza tumorald. Pentru dubla imunocolorare am folosit 2 anticorpi
monoclonali: anti-CD34 (clona 1A4 pentru evidentierea endoteliului vaselor microcirculatiei) si
anticorpi anti-triptaza mastocitara. Semnalele pozitive pentru celulele endoteliale a fost coloratia
verde cu distributie citoplasmatica in structurile vasculare cu lumen. Semnalele pozitive pentru
triptaza mastocitara au fost brune la nivel citoplasmatic cu aspect granular.
2.3.3. Metode de cuantificare

Metoda hot-spot este metoda manuala frecvent utilizata pentru cuantificarea elementelor

structurale histologice. Ariile de cuantificare au fost selectate la marirea x20 a microscopului optic.
Metoda a constat in identificarea a trei zone cu densitatea maxima a structurilor histologice
studiate. Structurile din interiorul cdmpurilor microscopice selectate erau numarate, iar ulterior a
fost calculata media aritmetica. Densitatea structurilor studiate a fost calculata atat intratumoral,

cat si peritumoral. Cuantificarea elementelor incluse in studiu a fost efectuatd de 2
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anatomopatologi independenti. Nu au fost Inregistrate diferente cantitative semnificate intre datele
obtinute de fiecare cuantificator.

Interpretarea CD34 si triptazei mastocitare. Au fost cuantificate toate structurile vasculare

cu lumen, pozitive pentru CD34. Aplicand metoda Weidner modificata a fost efectuata calcularea
densitatii vaselor microcirculatiei [225].

Interpretarea o-SMA. Pentru evaluarea intensitatii expresiei a-SMA, au fost cuantificate

procentul de celule stromale pozitive in 10 cimpuri la o marire de x400 a microscopului optic.
Cuantificarea celulelor stromale pozitive a fost facuta in stroma intratumorala si peritumorala.
Intensitatea de colorare a fost evaluatd pe o scald de la 0-3 si exprimata respectiv tabelului 2.4.
Pentru a evalua nivelul de expresie al a-SMA, procentul de celule stromale cu colorare pozitiva si
intensitatea coloratiei au fost clasificate pe o scara de la 0-3. Pentru fiecare proba, procentul de
colorare si scorurile de intensitate de colorare au fost multiplicate pentru a da indicele de colorare.
Indicele de colorare: 0 = zero; 1-2 = scazut; 3—4 = moderat; si 6-9 = mare.

Tabelul 2.4. Evaluarea intensitatii expresiei imunohistochimice a a-SMA

Scorul Proportia celulelor colorate Intensitatea colorarii celulelor
0 0% -
1 pana la 33% slaba
2 33-66% moderata
3 mai mult de 66% inalta

Interpretarea AR si scorul AR. Interpretarea reactiei pozitive la AR a fost cuantificata

utilizand scorul Quick pentru receptorii steroizi [139]. Cuantificarea celulelor AR+ s-a facut prin
numadrarea a cate 300 celule epiteliale precum si celule stromale, la o marire x400, in ariile cu
densitate celulara crescutd. Numarul de celule cu reactie nucleara pozitiva, ulterior, a fost exprimat
in procente. Determinarea scorului final al numarului de celule AR pozitive si a intensitatii de
expresie a imunomarcajului s-a facut conform Tabelului 2.5.

Interpretarea CD68. Evaluarea celulelor CD68+ a fost facuta prin metoda hot-spot

modificata de Ohno si colab. (2005) [154]. Initial, era identificat cAmpul cu cea mai mare densitate
celulara in ariile stromale studiate, la 0 marire microscopica x100, ulterior celulele imunomarcate
au fost numarate in 5 campuri, la marirea microscopica x400. Valoarea medie a celor cinci campuri
a fost utilizata ca date pentru analiza. Din evaluare au fost excluse macrofagele CD68+ localizate
in apropierea ariilor de necroza sau asociate infiltratului inflamator.

Interpretarea S100. Pentru evaluarea cantitativa a celulelor dendritice S100+ a fost utilizata

metoda hot-spot modificata de Hilly si colab. (2013) [91]. In evaluare au fost incluse doar celulele

dendritice S100+, care prezentau prelungiri citoplasmatice.
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Tabelul 2.5. Cuantificarea imunohistochimica a receptorilor steroizi

Scorul pentru proportia celulelor colorate | Scorul pentru intensitatea colorarii celulelor
Scorul Proportia celulelor colorate Scorul Intensitatea
0 0% 0 -
1 pdna la 33% 1 slaba
2 33-66% 2 moderata
3 mai mult de 66% 3 inalta

Adaugand cele doua scoruri impreuna obtinem scorul total (scor maxim 6)

Analiza statisticdi a constat In formarea unei baze de date in Microsoft Excel 2008.

Deasemenea cu ajutorul softurilor Microsoft Excel si SPSS22.0, datele s-au procesat statistic prin
calcularea mediei aritmetice (M), erorii standard (ES), coeficientilor de corelare non-parametrici
Pearson, Spearman (r). Veridicitatea diferentei mediilor aritmetice (p) a fost comparata cu ajutorul
criteriului Student, valorile p<0,05, fiind considerate semnificative.

Examinarea microscopicd si obtinerea imaginilor. Examinarea lamelor histologice s-a

efectuat cu microscoapele Nikon Eclipse E600 si Nikon Labothot-2. Au fost captate un sir de

imagini histologice in format JPEG pentru documentarea studiului dat.

2.4. Sinteza la capitolul 2

Studiul a fost realizat pe tesut, recoltat de la pacienti cu patologie prostatica prin operatie
deschisa, TURP. Pentru lotul de control specimenele au fost prelevate, in primele 24 ore de la
deces (pentru a preveni modificarile litice ale tesutului glandular) de la persoane decedate
accidental, fara patologie de prostatd detectatd microscopic. Studiul a inclus pacienti cu varsta
cuprinsa intre 23 si 87 ani. Pentru investigatiile imunohistochimice a fost selectat materialul de la
119 pacienti, respectiv 12 lotul control, 34 cu hiperplazia benignd de prostata si 73 cu carcinomul
de prostatd. Numarul total de obiecte confectionate si studiate (preparate histologice) a fost 1316.
Pentru coloratiile histologice si histochimice au fost efectuate sectiuni de Sum, montate ulterior pe
lame histologice uzuale. Pentru coloratiile imunohistochimice din fiecare bloc au fost realizate
sectiuni de 3um, care au fost montate pe lame silanate. In cercetarea data au fost utilizate metode:
histologice (HE, tricroma Masson), histochimice (impregnarea argentica Gordon-Sweet),
imunohistochimice (a-SMA, MCT, CHY, CD117, CD68, S100, AR, dubla imunocolorare anti-
CD34/anti-MCT), lumind polarizata. Cuantizarea datelor s-a realizat prin metodele: hot-spot,
Weidner modificata, Hilly modificatd, Ohno modificata. Datele acumulate au fost analizate
statistic, astfel reusind: sistematizarea rezultatelor, formularea concluziilor si elaborarea

recomandarilor practice.
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3. PARTICULARITATILE HISTOLOGICE SI HISTOCHIMICE ALE
COMPONENTELOR STROMALE SI EPITELIALE iN LEZIUNILE
PROLIFERATIVE DE PROSTATA

3.1. Raportare histologica (coloratia hematoxilina-eozina)

Evaluarea histologica a fragmentelor de prostatd umand normali. Studierea

compartimentelor epitelial si stromal a fost efectuata in urmatoarele zone topografice ale prostatei:
anterioard, de tranzitie, centrald si perifericd. Zona anterioara prostatica, caracterizata prin absenta
completd a compartimentului glandular, continea predominant celule musculare netede, fibre
musculare striate, fibre de colagen, fibrocite. In functie de zona topografici a prostatei glandele
prezentau aspecte structurale particulare (Figura Al.1). Astfel, in zona centrala, ductele si acinii
aveau un lumen larg. In zona periferica si cea de tranzitie, ductele si acinii erau bine delimitati de
stromd si prezentau un contur festonat. Zona periferica ingloba cea mai mare parte din tesutul
glandular al prostatei, aici densitatea acinilor era mult crescuta.

Epiteliul glandular formeaza ducte si acini secretori. Acinii secretori, frecvent, erau cu
contur rotunjit sau oval. Intregul sistem glandular, cu exceptia ductelor principale, era ciptusit de
epiteliu simplu prismatic, in care au fost observate arii cu caracter de epiteliu simplu cubic,
scuamos si/sau pseudostratificat. In componenta epiteliului au fost observate mai multe tipuri de
celule. Celulele bazale de forma usor aplatizata erau dispuse pe membrana bazald si prezentau
nuclei ovali, hipercromi, citoplasma fiind redusa cantitativ. Acestea reprezentau compartimentul
proliferativ al acinilor, aici fiind observate frecvent figuri mitotice. Celulele columnare secretorii
prezentau citoplasma cu numeroase vacuole mici, slab colorate. Densitatea vacuolelor era mai
inaltd in citoplasma celulelor secretorii din zona periferica si de tranzitie. Citoplasma celulelor
secretorii avea un aspect palid, cu exceptia celor din zona centrala a prostatei, care aveau aspect
moderat acidofil. De asemenea celulele zonei centrale erau mai voluminoase, nucleii mari erau
dispusi la diferite nivele fatd de membrana bazald si la polul apical, prezentau proeminente
luminale scurte. Printre celulele secretorii au fost identificate si un al treilea tip de celule, care
contineau prelungiri citoplasmatice fine, intens acidofile, extinse printre celulele vecine

Capsula prostatei, In cea mai mare parte, a prezentat un caracter continuu. Discontinuitati
s-au Inregistrat in zona anterioard, unde capsula era interconectatd cu diafragmul urogenital prin
fascicule musculo-fibroase descinse din stroma prostatica. Capsula a fost alcatuita din doua
straturi, grosimea carora varia: stratul intern, reprezentat de fascicule de celule musculare netede,
printre care era dispus tesut conjunctiv; si stratul extern, bogat in fibre de colagen. Structurile

nervoase (ganglioni nervosi, nervi) erau localizate in special la periferia organului, si/sau in
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tesuturile moi periprostatice (Figura Al.2.b). Fibrele nervoase de talie mica erau localizate de-a
lungul vaselor, precum si periacinar. Notam, de asemenea cd, pe sectiunile histologice, au fost
observate intraluminal concretiuni prostatice (simpexioanele Robin sau corpora amylacea).
Simpexioanele au fost observate in norma, precum si in leziunile nodulare hiperplazice benigne,
in schimb 1n leziunile maligne numarul acestora a fost mult redus.

Analiza histologica a fragmentelor cu leziuni proliferative nodulare benigne de prostati. in

preparatele colorate cu hematoxilind-eozind, patologia hiperplazica benignad a demonstrat un grad
inalt de modificari arhitecturale, datorate unei rate proliferative crescute atat la nivel epitelial, cat
si stromal. Adenomul de prostata a fost reprezentat morfologic prin mai multe tipuri histologice,
precum: hiperplazia glandulara — 17,6% (n=6), hiperplazia stromald — 26,4% (n=9) si forma
histologica care a dominat numeric — hiperplazia stromo-glandularda (mixta) — 56% (n=19).
Majoritatea leziunilor hiperplazice nodulare au prezentat leziuni asociate: hiperplazie de celule

bazale (BCH) (n=3), atrofie prostatica (n=3), noduli stromali hiperplazici (n=11) si arii de tesut

prostatic cu inflamatie (n=12).

Fig. 3.1. Aspecte morfologice ale hiperplaziei nodulare de prostata: a) arhitecturi nodulare
bine delimitate, in glandele dilatate corpusculi amilacei; x 2,5; b) multiple structuri
glandulare cu aspect chistic, x 2,5; ¢) hiperplazie stromala cu reducerea volumului acinilor
si a componentei ductale, aspect torsionat al ductelor, x 10; d) glande cu plaje de celule
descuamate, printre care sunt in numar variabil de celule polimorfonucleare, x 20, HE
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Microscopic, proliferarile benigne de prostatd erau organizate in structuri nodulare,
frecvent, bine delimitate, de dimensiuni variate (Figura 3.1.a). Unele structuri glandulare aveau
aspect chistic, in general aglomerate, cu o stromd redusd cantitativ (Figura 3.1.b). Epiteliul
glandular situat pe o0 membrana bazala intacta era format din 2 straturi celulare: intern — celule
columnare, extern — celule bazale aplatizate. In formele chistice celulele epiteliului au fost mult
aplatizate, cu citoplasma extrem de redusa cantitativ. Lumenul glandelor continea multi corpusculi
amilacei. Uneori, In lumenul glandelor au fost observate plaje de celule descuamate, printre care
erau localizate un numar variabil de celule polimorfonucleare (Figura 3.1d).

In hiperplaziile stromale epiteliul glandular pastra un caracter mai putin hiperplazic, iar
volumul acinilor si a componentei ductale era mult redus. Aspectul stromei varia n functie de
forma histologica a hiperplaziei nodulare. Astfel, in formele pur glandulare cantitatea de stroma
era mult redusa comparativ cu formele mixte sau stromale, unde s-a evidentiat un volum crescut

de stroma hiperplazica.

P2 234 o
Fig. 3.2. Aspecte histologice particulare ale stromei hiperplazice benigne: a) miocite netede

dispuse perinodular, aspectul compact de organizare pastrat; b) miocite netede dispersate
printre componentele matricei extracelulare, aspectul compact de organizare pierdut; c)
caracter dezorganizat, edematiat, cu fibre ce formeaza multiple Macro si micro retele,

infiltratie limfo-histiocitara in focar x20, HE

Analizand aspectul stromei intranodulare si perinodulare, am observat ca, pentru stroma

intranodulard, indiferent de forma histologica de HBP, a fost caracteristic aspectul edematiat si
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fibrozant comparativ cu stroma perinodulara care s-a prezentat mai compacta. Astfel, intranodular,
unele miocite, contrar celor din specimenele in norma, au pierdut aspectul de distributie 1n fascicul.
Remarcam, de asemenea, ca densitatea celulelor musculare netede in intreaga stroma a fost in
scadere. In acelasi timp, numarul celulelor fibroblaste si miofibroblast-like a fost in crestere. In
35,3% cazuri, hiperplazia nodulard benignd de prostatd a fost Insotitd de infiltrate limfo-
histiocitare. Acestea erau organizate in focar (periacinar sau periductal) sau difuz (mai frecvent).
De asemenea au fost identificate celule inflamatorii in lumenul glandelor. Fibrele MEC de la
nivelul stromei aveau un caracter dezorganizat, si formau multiple macro sau micro retele, care
confereau stromei un caracter lax (Figura 3.2c). Vasele stromale din jurul ariilor de hiperplazie,
aveau lumen larg, neregulat si nu aveau tendinta de a invada ariile de hiperplazie.

In 32,3% (n=11) au coexistat noduli stromali hiperplastici. Astfel de noduli nu s-au
observat in stroma prostatei normale. In studiul s-au intalnit trei tipuri de noduli: mesenchimali —
18,2%, fibroblastici — 63,6%, fibromusculari — 36,4%. Mentionam c4, in cadrul aceluiasi specimen
numarul de noduli varia in limitele de la 1 la 4, iar localizarea lor de electie a fost zona de tranzitie
a prostatei. Morfologic aceste entitdtii structurale se deosebeau intre ele, astfel ca nodulii
mesenchimali se caracterizau printr-un continut scazut de fibre si celule, continut crescut de
substanta amorfa (Figura 3.3b). Celulele de tip mesenchim-like (fusiforme cu prelungiri apofizate,
cu volum citoplasmatic redus, nucleu oval, cu 1-2 nucleoli) erau dispuse uniform in noduli. Nodulii

de tip fibroblastic contineau multiple celule fibroblast-like, si un continut sporit de fibre.

Fig. 3.3. Aspecte histologice ale nodulilor stromali hiperplazici. a) nodul fibromuscular,
componenta conjunctiva organizata in fascicule dispuse in forma de virtej in jurul
structurilor vasculare, numeroase miocite netede, X10; b) nodul mesenchimal, bine

delimitat, multiple structuri vasculare torsionate, x2,5, HE

Celulele, precum si componenta fibrilara, erau organizate in fascicule dispuse in forma de
vartej, de cele mai multe ori in jurul structurilor vasculare. Morfologia nodulilor fibromusculari

era foarte asemanatoare nodulilor fibroblastici. Acestea contineau o cantitate echilibratd de celule
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fibroblastice si celulele musculare netede, aranjate in manunchiuri rasucite (Figura 3.3a). Nodulii
stromali, deseori, erau insotiti de infiltrat inflamator repartizat difuz sau focal. In cazul nodulilor
de tip mezenchimal infiltratul inflamator era intilnit mai rar. Nodulii hiperplastici erau intens
vascularizati. Structurile vasculare aveau un caracter spiralat, ramificat, iar grosimea peretilor
varia de la un tip la altul (mai frecvent erau ingrosati, cu caractere de vase imature).

Analiza histologica a fragmentelor cu leziuni maligne de prostata. Pe preparatele colorate

cu hematoxilind-eozind patologia proliferativa maligna a fost caracterizata ca un grup heterogen
de leziuni, ponderea cea mai mare avand-o adenocarcinoamele acinare. Acestea s-au prezentat ca
patologie multifocala in 75,4% (n=49). Heterogenitatea morfologica a adenocarcinoamelor consta
in prezenta concomitentd a mai multor modele histologice, ceea ce ne-a determinat sa stabilim
scorul Gleason. Stabilirea scorului Gleason s-a realizat la 65 de cazuri de adenocarcinoame; si a
variat intre 3 si 10. In cadrul adenocarcinoamelor prostatice, ponderea cea mai mare a avut-0 tipul
slab diferentiat, cu scor Gleason mai mare de 8 — 30 cazuri (46,2%), urmat de adenocarcinomul
mediu diferentiat (scor Gleason 6-7) - 21 de cazuri (32,3%), adenocarcinomul bine diferentiat (scor
Gleason 3-5) — 14 cazuri (21,5%). Un grup mare de leziuni maligne (n=24) au prezentat leziuni
asociate, precum, HBP (12 cazuri), hiperplazie de celule bazale (BCH) (3 cazuri), neoplazie
intraepiteliala prostatica (PIN) de grad inalt (10 cazuri).

Caracteristica morfologica a adenocarcinoamelor a fost dependentd de gradul de
diferentiere a celulelor, astfel, carcinoamele bine diferentiate, au fost caracterizate de glande
tumorale care putin se deosebeau de glandele normale, pe cand carcinoamele slab diferentiate, s-
au prezentat ca mase tumorale pe arii extinse, cu caracter infiltrativ, care nu mai pastrau morfologia
normala glandulara. Glandele tumorale, constituite dintr-un singur strat de celule, erau variate ca
dimensiuni, cu un contur neregulat, fiind dispuse dezordonat sau formand aglomeréri. Frecvent,
celulele tumorale prezentau citoplasma abundenta, bazofila, iar nucleele cu nucleoli voluminosi
erau bine vizibili In majoritatea specimenelor (Figura 3.4.d). Totusi au fost prezente si
adenocarcinoame fard nucleoli proieminenti, aspect observat in adenocarcinoamele cu celule
spumoase (“foamy cell”). Figurile mitotice atipice, frecvent vizualizate in carcinoamele cu celule
mici, au fost prezente in numar redus in adenocarcinoamele acinare. In 5 cazuri (7,5%) au fost
observate arii de comedonecroza, frecvent localizate in ariile centrale ale tumorii. Componenta
stromala a leziunilor proliferative maligne a fost reprezentata in principal din fibre de colagen,
fibroblaste, miofibroblaste, precum si celulele musculare netede. Fibroblastele stromale au fost
situate in imediata vecinatate a glandelor tumorale, care pe alocuri prezentau discontinuitati ai

membranei bazale.
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Fig. 3.4. Aspecte morfologice caracteristice adenocarcinoamelor acinare, a) glande

tumorale fuzionate (grad Gleason 4), x10; b) aspect multifocal cu structura glomeruloida,
x20; c) invazie perineurala (sageata), x20; d) celule tumorale cu nucleomegalie, nucleoli

proieminenti, citoplasma bazofila, x40, HE

A fost observata cresterea numarului celulelor fibroblast-like in detrimentul celulelor
musculare netede, care frecvent erau reprezentate de celule unice sau total absente. Componenta
fibrilara, precum si cea amorfd s-au prezentat heterogen. Astfel ca, fibrele puteau sa fie subtiri si
intens fragmentate, iar alteori prezentau un caracter inalt de maturitate. Substanta fundamentala
bine reprezentata conferea aspectul edematos al stromei in special in ariile de invazie a tumorii.

Aspectul stromei tumorale a fost diferit n cele doud grupuri de entitdti patologice
(adenocarcinomul acinar si carcinomul non-acinar cu celule mici). Astfel, In carcinoamele cu
celule mici, stroma intratumorala a fost mult redusa (aspect tipic si pentru adenocarcinoamele slab
diferentiate), fiind reprezentata de trabecule fine de fibre cu traiect neregulat, dispuse anarhic, iar
peritumoral aceasta a fost extinsa pe arii largi, predominant fibroasa. Miocitele formau grupuri
mici dispuse disociat printre componenta fibrilard. Intensitatea modificarilor desmoplazice de la
nivelul stromei adenocarcinoamelor acinare in functie de gradul de diferentiere este reprezentata

in tabelul 3.1.
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Tabelul 3.1. Relatia dintre intensitatea reactiei desmoplazice si gradul histologic al tumorii

Grad de (_liferenti(_ere al Intensitatea reactiei desmoplazice Total
carcinomului Redusa Moderata Intensa
Gl 7 (50%) 5 (35,7%) 2 (14,3%) 14
G2 4(19%) 14 (66,7%) 3 (14,3%) 21
G3 2 (6,7%) 13 (43,3%) 15 (50%) 30
Carcinom non-acinar - 4 (26,7%) 11 (73,3%) 15
Total 13 (16,3%) 36 (45%) 31 (38,7%) 80

G1 — adenocarcinom bine diferentiat , G2 - adenocarcinom moderat diferentiat; G3 - adenocarcinom
slab diferentiat.

Leziunile maligne, indiferent de gradul histologic, au fost insotite de infiltrate limfo-
histiocitare, care in majoritatea cazurilor, au fost reprezentate de reactii inflamatorii de intensitate
redusd (predominant in carcinoamele slab diferentiate) si moderata. Infiltratele limfocitare erau
prezente in toate ariile tumorale si aveau un caracter infiltrativ neomogen. In majoritatea
specimenelor infiltratele aveau o distributie focala. Localizarea de electie a fost de-a lungul zonelor
periferice ale masei tumorale, in ariile de invazie tumorala, in jurul ariilor comedonecrotice, mai
rar periacinar. O altd particularitate a carcinoamelor de prostatd a fost prezenta invaziei
perineurale, care era caracterizatd prin circumscrierea fasciculelor nervoase de catre tesutul
tumoral (Figura 3.4c). Invazia perineurald a fost mai frecventi in carcinoamele cu celule mici. In
specimenele studiate au fost prezenti si embolii tumorali, dovada extinderii vasculare a tumorii.
Un aspect aparte al carcinoamelor cu celule mici, a fost prezenta embolilor tumorali si in vase cu
caractere morfologice de tip vena (Figura 3.5a). Prezenta embolilor intravasculari si a invaziei

perineurale in dependenta de gradul histologic este reprezentata in tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Prezenta embolilor intravasculari si invaziei perineurale in dependenti de

gradul histologic al tumorii

Grad de diferentiere al Emboli intravasculari Invazie perineurala Total
carcinomului Absenti Prezenti Absenta Prezenta cazuri
G1 11 (78,6%) 3 (21,4%) 12 (85,7%) 2 (14,3%) 14
G2 15 (71,4%) 6 (28,6%) 17 (81%) 4 (19%) 21
G3 11 (36,6%) 19 (63,4%) 19 (63,3%) | 11 (36,4%) 30
Carcinom non-acinar 4 (26,7%) 11 (73,3%) 5 (33,3%) 10 (66,7%) 15
Total 41 (51,3) 39 (48,7) 53 (66,3%) | 27 (33,7%) 80

G1 — adenocarcinom bine diferentiat , G2 - adenocarcinom moderat diferentiat; G3 - adenocarcinom slab

diferentiat.
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Fig. 3.5. Aspecte morfologice particulare ale adenocarcinoamelor cu caracter infiltrativ: a)
embol in vas cu caracter venos, b) vas in proces de embolizare; C) numeroase vase in
interiorul carcinomului cu lumen mic, ramificate; d) aria de invazie a tumorii cu margini

intens vascularizate si arii hialinizate, x20, HE

Vasele din stroma tumorald au fost mai numeroase, fiind aglomerate in jurul zonelor de
carcinom. Acestea S-au caracterizat prin lumen larg, ocazional cu staza, iar peretele subtire a
prezentat numeroase expansiuni, care aveau tendinta de a invada in carcinom. Vasele din interiorul

carcinomului erau cu lumen ingust, ramificate, densitatea carora a variat de la o tumora la alta.

3.2. Evidentierea fibrelor reticulare
Rezultatul colorarii a fost evidentierea fibrelor reticulare in negru-brun.

In specimenele cu prostata umani in norma fibrele reticulare s-au ficut prezente in toate

ariile stromale, precum si in toate zonele topografice ale prostatei. Fibrele reticulare, localizate
periacinar in imediatd vecinatate a membranelor bazale ale epiteliului glandular, uroteliului,
precum si in peretii vaselor, aveau un caracter continuu lamelar, slab ramificate si erau de o
grosime considerabila. De asemenea acestea erau bine reprezentate in proeminentele stromale ale
acinului. Distributia fibrelor reticulare avea un aspect areolar si era comun pentru majoritatea
zonelor stromale. Fibrele reticulare de grosime constanta, omogen repartizate, formau ramificatii
cu anastomoze bine definite, reusind sa realizeze retele tridimensionale, ceea ce conferea stromei

un aspect reticular. Printre fibrele reticulare se interpuneau fascicule de fibre de colagen.
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Densitatea fibrelor reticulare a variat in functie de zona prostatei. Astfel, un numar mult
redus de fibre reticulare a fost observat in lama proprie a uretrei, portiunea prostatica. Aici, fibrele
au fost mai subtiri si formau ramificatii delicate. Zonele centrale si de tranzitie a prostatei
contineau o densitate mai mare de fibre reticulare. Mentiondm ca, in aceste arii a fost bine
reprezentati si componenta colagenica a stromei. In zonele periferice stroma conjunctivi a fost net
dominata de fibrele reticulare, care aveau un caracter bine definitivat. Pattern-ul areolar de
distributie a fibrelor reticulare a fost comun si pentru stroma fibromusculara anterioara, alcdtuita
dintr-o densitate mare si de fibre musculare striate. Fibrele reticulare, in raport cu fibrele musculare
scheletale, s-au situat de cele mai multe ori la distanta (Figura Al1.4). La nivelul capsulei, densitatea
fibrelor reticulare a variat in dependenta de straturile acesteia, astfel, in stratul extern a fost mult
redusa, alocuri absenta, comparativ cu stratul intern.

In leziunile proliferative benigne densitatea fibrelor reticulare a fost in crestere comparativ

cu specimenele in norma, iar distributia acestora a fost heterogena. Au fost evidentiate 2 pattern-
uri distincte de distributie, 1n functie de ariile leziunii hiperplazice nodulare
(perinodular/intranodular). Astfel, frecvent, in ariile perinodulare, mai rar in zona periferica a
hiperplaziei nodulare, componenta reticulard manifesta un aspect de aranjament liniar si paralel,
cu un caracter usor ondulat. Continuitatea fibrelor varia de-a lungul traiectului sau. Pattern-ul dat
conferea stromei perinodulare un aspect de capsuld care delimita nodulul hiperplazic (Figura
3.6b,d). Cel de-al doilea pattern de distributie a fibrelor reticulare, frecvent intalnit in leziunile
proliferative benigne, a fost caracteristic zonelor intranodulare, si se caracteriza printr-un aspect
ratatinat. Fibrele reticulare formau multiple ramificatii fine, care realizau anastomoze distincte,
conferind stromei aspectul de retea. Cantitatea fibrelor de colagen interpuse printre cele reticulare
era mult redusd comparativ cu primul pattern. Distributia fibrelor reticulare in retea, intalnita si In
specimenele normale, a capatat un caracter distinct in specimenele cu leziuni proliferative benigne
(Figura 3.6c).

In ariile infiltratului inflamator caracteristica si distributia fibrelor reticulare a variat in
functie de localizarea procesului. Astfel, in infiltratele inflamatorii localizate n stroma periacinara
sau periductala, fibrele reticulare erau cu multiple ramificatii slab definite. Printre fibrele reticulare
era localizat compartimentul celular al componentei inflamatorii, aspect ce imita arhitectura
tesutului limfoid. Distributia componentelor reticulare a fost una omogend pe toatd suprafata
procesului inflamator (Figura A1.5.b). In localizarea perinodulari a procesului inflamator fibrele
reticulare erau mai putin numeroase, acestea fiind repartizate in principal la periferia procesului
focal. Ariile centrale ale infiltratului contineau fragmente ale fibrelor reticulare, iar componenta

principald fiind reprezentata de celulele infiltratului limfohistiocitar (Figura A1.5.a).
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Fig. 3.6. Distributia fibrelor reticulare in hiperplazia nodulara de prostata: a-b) aspectul

nodular al leziunii, caracterul distinct intre stroma perinodulari si stroma intranodulara,
x10; ¢) aspect ratatinat al fibrele reticulare, cu multiple ramificatii fine, caracteristic
ariilor intranodulare; d) aspect de aranjament liniar si parale al fibrelor reticulare,

caracteristic ariilor perinodulare, x20, Impregnatie argentici Gordon-Sweet

Pe langa pattern-urile comune de distributie a fibrelor reticulare, in ariile studiate au fost
observate cateva aspecte particulare ale stromei. Astfel, ariile intranodulare au fost caracterizate si
de aspectul edematiat, mixoid al stromei, particularitate observata practic in jumatate din cazurile
de hiperplazie benigni nodulara. In ariile cu stromid mixoidd, componenta reticulari a fost
reprezentata de fragmente fibrilare de dimensiuni si grosimi variate, ramificate neuniform.
Remarcam ca, componenta colagenica in ariile respective era mult redusa, alocuri absenta total,
iar stroma era reprezentata de matricea fundamentala edematiata. (Figura 3.7.a).

O alta particularitate a stromei a fost prezenta ariilor optic dense atat intranodular (mai
frecvent), cat si perinodular. Acestea erau dispuse neuniform in stroma si deseori formau
conglomerate. Ariile au fost identificate ca procese focale de activare a celulelor fibroblast-like.
Microscopic, aceste zone s-au caracterizat printr-o densitate sporitd de fibre reticulare in aria
pericelulara. Fibrele erau scurte, ondulate, intens ramificate, cu un caracter dezorganizat. De
asemenea, in aceste zone au fost evidentiate arii extinse de fibre de colagen, evidentiate la analiza

comparativa a specimenelor prin metoda colordrii tricrom Masson (Figura 3.7c). Vasele sangvine
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perinodulare erau inconjurate de o retea bine evidentiatd de fibre reticulare, comparativ cu vasele

intranodulare, care prezentau perete subtire, cu componenta reticulara redusa, uneori chiar absenta.
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Fig. 3.7. Distributia fibrelor reticulare in leziunile proliferative benigne: a) stroma cu
fragmente fibrilare |n aria intranodulari, x20; b) aspectul fibrelor reticulare periacinar,
x20; c) arii optic dense; aspect comparativ cu evidentierea fibrelor de colagen in tehnica

tricrom Masson, x40, Impregnatie argentica Gordon-Sweet

In nodulii stromali distributia fibrelor reticulare era strins dependenti de tipul histologic al
acestuia. Astfel, densitatea maxima de fibre reticulare a fost observata in nodulii fibroblastici, iar
cea minima a fost caracteristicd nodulilor mezenchimali. Componenta reticulara a stromei in toti
nodulii a avut aspect omogen, ratatinat. Nodulii fibroblastici si fibromusculari, frecvent, au
prezentat zone dense cu fibroblaste reactive. Fibrele reticulare au fost mult ingrosate in nodulii
fibroblastici si fibromusculari, pe cand in nodulii mezenchimali erau fine (Figura A1.6).

Distributia fibrelor reticulare in leziunile proliferative maligne a avut un caracter variat,

nefiind vizualizat un anume tipaj de distributie in raport cu forma histologica, precum si scorul
Gleason. Densitatea fibrelor reticulare a fost in scddere comparativ cu densitatea Inregistrata in
specimenele cu leziuni benigne nodulare. Remarcam ca, a fost observata o diferenta in densitatea
fibrelor reticulare in raport cu ariile stromale studiate (intratumoral/peritumoral). Astfel, pentru
majoritatea adenocarcinoamelor densitatea de fibre reticulare a fost crescuta in ariile intratumorale

comparativ cu ariile peritumorale, unde a predominat componenta conjunctiva. De asemenea,
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mentionam ca, prezenta procesului fibroscleroziv, atat intratumoral, cat si peritumoral a fost
caracteristicd pentru toate formele de adenocarcinom. Gradul de expresie a procesului
fibroscleroziv a variat chiar si in limitele aceluiasi specimen. In carcinoamele cu celule mici
componenta colagenica a fost cel mai bine reprezentatd comparativ cu celelalte tipuri de
adenocarcinom, aceasta fiind preponderent caracteristica ariilor peritumorale (Figura A1.7).

Nu a fost evidentiat un pattern caracteristic de distributie a fibrelor reticulare. in toate
tipurile de adenocarcinoame incluse in studiu s-a observat o imbinare a doud pattern-uri
(longitudinal, areolar), dar care nu aveau caractere distincte. Raportat la ariile studiate
(intratumoral, peritumoral) nu a fost evidentiata o predominare neta a unuia din ele. Totusi
mentionam cd, pentru adenocarcinoamele acinare bine-diferentiate (scor Gleason 3-5) pattern-ul
areolar a fost mai caracteristic (Figura AL1.7). Pattern-ul liniar distinct a fost observat mai des in
ariile de invazie tumorala, caracteristica adenocarcinoamelor slab diferentiate (scor Gleason 8-10).
Componenta reticulara a fost reprezentata de fibre cu multiple discontinuitati, deseori cu aspect

trabecular (Figura 3.8b).
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Fig. 3.8. Distributia fibrelor reticulare in adenocarcinomul de prostata: a) adenocarcinom

acinar bine diferentiat, peritumoral cu pattern areolar, x10; b) adenocarcinom acinar slab
diferentiat, fibre reticulare dispuse liniar, x10; ¢) fibre reticulare localizate periacinar cu
grad crescut de fragmentare, X20; d) zone periacinare cu fragmente fibrilare in

componenta epiteliala, , x40, Impregnatie argentica Gordon-Sweet
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In adenocarcinoamele cu scor Gleason mediu si inalt, fibrele reticulare localizate periacinar
prezentau un grad crescut de fragmentare in fibrile, ceea ce conferea stromei un contur sters.
Fragmentele fibrilare patrundeau in componenta glandulara, circumscriind partial unele celulele
tumorale (Figura 3.8c,d). In aceste zone a fost observati lipsa partiali a membranei bazale a
epiteliului tumoral. De asemenea, au fost observate mici fragmente de fibre in lumenul glandelor.
in adenocarcinomul cu scor Gleason mic stroma avea un aspect mult mai organizat, iar distributia
fibrelor reticulare, precum si a celor de colagen, era foarte apropiata stromei din leziunile benigne.
In infiltratele inflamatorii, care insoteau adenocarcinoamele in proportie de 50%, fibrele reticulare
erau Ingrosate si prezentau frecvente discontinuitati, si multiple ramificatii fine. Componenta
reticulard a fost repartizata omogen pe toatd suprafata procesului inflamator.

Ariile optic dense, observate in leziunile benigne, au fost prezente si in stroma
adenocarcinoamelor. Aceste arii focale de activare a celulelor fibroblast-like, au prezentat anumite
particularitati comparativ cu cele din stroma leziunilor benigne. Astfel, prezenta lor numerica a
fost mult scazuta, fiind localizate focal in ariile peritumorale, perivascular si ariile de invazie

tumorala (Figura 3.9 a,b,c). In carcinoamele cu celule mici astfel de arii au fost observate in masa

tumorala 1n jurul zonelor necrotice.

Fig. 3.9. Localizarea ariilor de activare a celulelor fibroblastice: a) peritumoral; b) ariile de
invazie tumorali; c) perivascular; d) vase sangvine cu lumen larg, sinusoase, inconjurate

de fibre reticulare, x20, Impregnatie argentica Gordon-Sweet
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Microscopic, aceste zone s-au caracterizat printr-o densitate crescuta de fibre reticulare.
Fibrele erau scurte, ondulate, slab ramificate, si isi pastrau caracterul dezordonat. De asemenea, in
aceste arii a fost observatd accentuarea componentei amorfe si colagenice altele decat fibrele
reticulare. Vasele sangvine intratumorale au fost mult largite, sinusoase, membrana bazala subtire,
alocuri intrerupta, inconjurate de fibre reticulare cu un aspect ingrosat (Figura 3.9 d). Vasele mari
peritumorale isi pastrau practic aspectul normal, fiind inconjurate de fibre reticulare dispuse in
retea. Notam cd, numeroasele vase peritumorale cu lumen ingust si mediu, din imediata apropiere
a tumorii au prezentat modificari structurale ale peretelui vascular (perete mult subtiat, membrana

bazald discontinud). Vectorul de formare a lor era orientat spre tumora.

3.3. Evidentierea fibrelor de colagen si celulelor musculare netede in leziunile
proliferative benigne si maligne

Rezultatul colorarii a fost evidentierea miocitelor (culoarea rosie), fibrelor de colagen
(culoarea albastra), nucleielor celulelor (culoarea negru-violet). Lamele histologice au fost
analizate utilizand microscopia opticd cu lumind obisnuita si polarizata. Analizand specimenele in
lumina polarizata s-au observat doua structuri distinct birefringente: fibrele de colagen — cu semnal
emis alb-translucent si celula musculara neteda — semnal emis roz. Traseul acestor doua semnale
frecvent formau coeziuni pe distante variate ca lungime, ceea ce a evidentiat interrelatia dintre
carcasa fibrilard si suprafata miocitului (Figura 3.10b). lar birefringenta si dicroismul fibrelor de

colagen a demonstrat caracterul matur si integritatea lor.
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Fig. 3.10. Evidentierea componentelor stromale in microscopia optica cu lumina obisnuita
si polarizati: a) stroma periacinara, in lumina obisnuita (miocite — semnal rosu, fibre de
colagen — semnal albastru); b) stroma periacinara, in lumini polarizanti, miocitelor —

semnal roz, fibre de colagen — semnal alb-transparent); x40, Coloratia tricroma Masson

In specimenele cu prostati umana in norma. Raportul dintre cele 2 componente stromale

(celule musculare netede si fibrele de colagen) varia in functie de zonele prostatei, astfel ca, in
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zona centrald predomina tesutul conjunctiv (raport de 2/1) fatd de zonele de tranzitie si periferica,
unde raportul a fost de 1/1. Celulele musculare netede lipseau in lama proprie a uretrei prostatice.
Miocitele au fost observate in submucoasa, iar numarul si dimensiunea lor crestea treptat spre
periferia prostatei (Figura Al.8). Celulele musculare netede erau repartizate uniform in toata
stroma prostatei, caracterizand-se prin aspect fusiform, nucleu oval, mare, situat central. Miocitele
au fost organizate in fascicule de grosime diferita. Periacinar, majoritatea celulelor musculare
netede erau dispuse concentric in 3-4 randuri, formand fascicule compacte, printre care erau
repartizate fibrele de colagen. Acestea in raport cu miocitul erau situate paralel suprafetei acestuia,
realizand o carcasa de suport pentru celula musculara neteda.

In leziunile proliferative benigne, aspectul stromei a fost putin diferit fata de cel din tesutul

normal. S-au observat modificari cu caracter focal in structura ambelor componente stromale.
Volumul stromei a fost mult crescut fata de organul normal. Cresterea volumului stromal, in
principal, s-a datorat sporirii densitatii fibrelor de colagen atat in ariile perinodulare, cat si
intranodulare. Totusi, intranodular gradul de colagenizare a stromei a fost mult mai crescut (Figura
3.11). Mentionam ca, au fost observate modificari si in densitatea componentei celulare a stromei
prin cresterea numarului de celule fibroblast-like, in timp ce densitatea miocitelor a fost intr-0
usoara scadere. Stroma perinodulara a péstrat aparent caracteristicile morfologice normale. Aici a
fost observatd predominanta numerica a celulelor musculare netede fatd de fibrele de colagen.

Totusi, pe alocuri, au fost evidentiate arii stromale unde densitatea fibrelor de colagen predomina

net fatd de celulele musculare netede.

Fig. 3.11. Distributia fibrelor de colagen si miocitelor in leziunile benigne: a) structuri
hiperplazice nodulare, cu grad inalt de colagenizare, x2,5; b) hiperplazie nodulari mixta
cu stromai intranodularai fibroasa, periacinar (insule de miocite), perinodular (densitate

crescuta a celulelor musculare netede), x2,5; Coloratia tricroma Masson

Celulele musculare netede erau organizate predominant in fascicule, care capatau un aspect

lax datorita substantei fundamentale interpuse intre miocite si fibrele de colagen. Fasciculele de
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fibre de colagen erau subtiri, putin ondulate, uneori cu aspect disociat, situate la distanta de
suprafata miocitelor. Un aspect particular al stromei din hiperplaziile benigne, revazut ulterior si
in stroma adenocarcinoamelor, a fost colorarea citoplasmei celulelor fibroblast-like n rosu dar de
o intensitate mult redusa, iar localizarea lor printre celulele musculare netede conferea fasciculelor
musculare un aspect de mozaic cromatic. Integritatea fasciculelor musculare din ariile perinodulare
era perturbatd de componenta conjunctiva formata preponderent din fibre groase cu un puternic
caracter ondulat (Figura 3.12b). Densitatea fibrelor de colagen era mai mare sub membrana bazala
a epiteliului hiperplazic, deseori inlocuind celulele musculare netede. Aspect care Insa nu a avut
un caracter generalizat pentru toti acinii glandulari hiperplazici.

Fibrele de colagen au fost ondulate, cu multiple ingrosari de-a lungul traiectului lor. In
lumina polarizantd majoritatea fibrelor de colagen au fost birefringente, cu exceptia fibrelor din
zonele cu stromd edematiatd. Uneori, stroma conjunctiva din zona de proliferare hiperplazica
devenea laxa, edematiata. In aceste arii densitatea fibrelor de colagen scidea considerabil pani la

lipsa lor totala.

Fig. 3.12. Distributia fibrelor de colagen si a celulelor musculare netede in leziunile

proliferative benigne: a-b x40; Coloratia tricroma Masson

In ariile infiltratului inflamator fibrele de colagen erau mai putin numeroase, acestea fiind
repartizate in principal la periferia procesului. Fibrele de colagen erau subtiate, si frecvent

fragmentate.

In leziunile proliferative maligne distributia fibrelor de colagen si a celulelor musculare a
fost total diferita de cea din stroma leziunilor hiperplazice benigne. In adenocarcinoamele de
prostata s-a observat o variabilitate crescutd a distributiei fibrelor de colagen, precum si a
miocitelor, explicata prin aspectul multifocal al tumorii (Figura 3.13a). Astfel c&, in unele arii ale
tumorii, reteaua de colagen era bine definita, fiind localizatd sub membrana bazala a celulelor
epiteliale transformate, in timp ce in alte zone fibrele de colagen aveau un caracter dezorganizat si

nu formau un hotar distinct intre structurile epiteliale si stroma. Densitatea miocitelor scddea
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treptat in ariile de jonctiune epitelio-stromala (Figura 3.13b). In majoritatea carcinoamelor celulele
tumorale erau sprijinite de o carcasa din fibre fine de colagen cu caracter aparent ramificat (Figura
3.13c,d). In zonele superficiale ale masei tumorale, printre fibrele de colagen, erau situate celule

fibroblast-like si rare miocite.

Fig. 3.13. Distributia fibrelor de colagen si miocitelor in carcinomul de prostata: a)

neomogenitatea fibrelor de colagen si miocitelor in cadrul aceleiasi tumori, x10; b)
reducerea drastica a densititii miocitelor in zona de jonctiune epitelio-stromala, x40; c-d)

suportul fibrilar in lumini obisnuiti (c) si polarizanti (d), x40, Coloratia tricroma Masson

Gradul de compactizare al fibrelor de colagen a fost variabil in cele doud arii studiate.
Astfel, in stroma intratumorala a adenocarcinoamelor moderat si slab diferentiate, fasciculele de
fibre de colagen erau subtiri si puternic destrimate, aranjate in directii diferite. In stroma
carcinoamelor bine diferentiate fasciculele de fibre de colagen erau ceva mai groase, discontinui,
caracterul ondulat al fibrelor disparea. In toate ariile intratumorale, rareori peritumoral, fibrele
apareau slab colorate. Un grad crescut de colagenizare a fost observat in aria peritumorala, unde
fibrele de colagen erau dispuse ordonat printre celulele fibroblastice si miocite. Numarul fibrelor
de colagen birefringente a fost crescut peritumoral comparativ cu aria intratumorala. Intratumoral,
distributia fibrelor cu birefringenta a fost neomogena, acestea fiind prezente in cantitate redusa in

ariile periferice ale masei tumorale si total lipseau in zonele profunde (Figura 3.14).
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Fig. 3.14. Fascicule de fibre de colagen si miocite in ariile intratumorale vizualizate in

microscopia cu lumina polarizanta: a) cantitate redusa de fibre birefringente in ariile
periferice ale masei tumorale si lipsa lor in zonele centrale, X10; b) reducerea densit:tii
fibrelor birefringente si a miocitelor in aria de invazie tumorala, x40,

Coloratia tricrom Masson, lumina polarizanta

Majoritatea fasciculelor de fibre, cu un grad crescut de destramare si distributie haotica,
erau inconjurate de matrice cu caracter mixoid. In stroma adiacent ariilor de invazie tumorala, au
fost observate placi de stromd cu caracter hialinizat (Figura 3.15a), ceea ce reprezintd dovada
degradarii matricei si a procesului de remodelare tumorald. Odata cu scaderea densitatii miocitelor
a fost observatd o crestere a celulelor fibroblastice (celule cu citoplasmd abundentd, nucleu
eucromatic, oval (Figura 3.15b), care erau dispuse printre celulele musculare netede, aspect
cuantificat atat prin coloratia Masson, cat si imunohistochimic (reducerea intensitatii de expresie

a markerului a-SMA).

= 2
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Fig. 3.15. Distributia componentelor stromale in aria de invazie a tumorii: a) placi de
stroma hialinizata, x10; b) celule cu citoplasma abundenti, nucleu eucromatic, oval, aspect

miofibroblast-like,x40, Coloratia tricrom Masson

Densitatea si distributia continutului celular al stromei tumorale a prezentat variatii in

raport cu gradul de diferentiere tumorald. In adenocarcinoamele bine-diferentiate celulele
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musculare netede, atat intratumoral, cat si peritumoral, erau organizate in fascicule, frecvent,
separate de componenta conjunctiva cu caracter edematos, conferind stromei un caracter insular,
aspect observat si in stroma peritumorald din adenocarcinoamele slab diferentiate (Figura A1.12).
In adenocarcinoamele mediu si slab diferentiate fibrele au fost dezorganizate, iar numarul celulelor
musculare netede a fost intr-o continud scadere, ajungand sa fie localizate izolat printre celulele
tumorale. Mentionam ca, a fost observata si reducerea volumului miocitelor. Un fenomen aparte,
care ar putea fi legat de fibroblaste sau miofibroblaste si produsele lor de secretie, a fost
evidentierea unor halouri periacinare (spatii de retractie in jurul acinului). Aspect care a
caracterizat in special carcinoamele moderat si slab diferentiate (Figura A1.10a).

3.4. Sinteza la capitolul 3

Patologia proliferativd benigna se caracterizeaza printr-un grad inalt de modificari
arhitecturale atat la nivel epitelial, cat si stromal. Majoritatea leziunilor hiperplazice nodulare s-au
dovedit a fi asociate cu: hiperplazie de celule bazale, atrofie prostatica, noduli stromali hiperplazici
si arii de tesut prostatic cu inflamatie. Patologia proliferativa maligna este reprezentata de un grup
heterogen de leziuni, ponderea cea mai mare o are adenocarcinomul slab diferentiat, cu scor
Gleason mai mare de 8, urmat de adenocarcinomul mediu-diferentiat adenocarcinomul bine
diferentiat si alte forme de carcinom prostatic. Adenocarcinomul de prostata s-a prezentat ca
patologie multifocala in 72%. Un grup mare de leziuni maligne au prezentat leziuni asociate,
precum, HBP, hiperplazie de celule bazale, neoplazie intraepiteliald prostatica (PIN) de grad inalt.

In hiperplaziile nodulare benigne aspectul stromei variaza in functie de forma histologici
a patologiei. Astfel, in formele pur glandulare cantitatea de stroma este mult redusd comparativ cu
formele mixte sau stromale, in care volumul de stroma este crescut. Procesul de fibrozare, atat
intratumoral, cat si peritumoral a fost caracteristic pentru toate formele de adenocarcinom. Gradul
de expresie a fibrozei variaza chiar si In limitele aceleiasi probe.

In leziunile hiperplazice nodulare birefrigenta fibrelor de colagen este similara lotului de
control, ceea ce poate fi interpretat ca un indicator al gradului de maturizare a fibrei de colagen,
putin modificat in HBP. In stroma intratumorala a adenocarcinoamelor moderat si slab diferentiate,
fasciculele de fibre de colagen au fost subtiri si puternic destrdmate, In timp ce In stroma
carcinoamelor bine diferentiate acestea erau groase, fara aspect ondulat. Practic in toate ariile
intratumorale, rareori peritumoral, fibrele apireau slab colorate. In leziunile proliferative maligne
densitatea fibrelor de colagen birefringente a fost crescutd peritumoral comparativ cu aria
intratumorala. Distributia fibrelor cu birefringenta, intratumoral, a fost neomogena, acestea fiind
prezente in numar redus in ariile periferice ale masei tumorale si absente in zonele profunde ale

prostatei.
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4. CARACTERISTICA IMUNOHISTOCHIMICA A STROMEI IN
LEZIUNILE PROLIFERATIVE DE PROSTATA

4.1. Expresia actinei muschiului neted-alpha (a-SMA) in leziunile proliferative
benigne si adenocarcinomul de prostata

Produsul final al reactiei a constat in colorarea celulelor a-SMA+ in brun. Paternul de
exprimare a fost citoplasmatic, cu un caracter difuz. Controlul pozitiv intern pentru a-SMA a fost
reprezentat de reactia pozitiva a celulelor musculare netede in stroma fibro-musculara a prostatei,
cat si de celulele musculare netede si pericitele vaselor sanguine.

Expresia a-SMA 1in prostatd normala. Stroma prostatei intr-o proportie de 75-90% a fost

intens pozitiva la actina de tip muschi neted atat periacinar, cat si perilobular. Periacinar, celulele
musculare netede erau localizate imediat sub epiteliul glandular, la fel, se regdseau si in
proeminentele stromale ale acinilor (Figura A2.1a,b). a-SMA nu a fost exprimat, de fibrele
musculare scheletale, ceea ce a permis studierea si vizualizarea raportului acestora cu celulele
musculare netede in stroma fibro-musculara din zona anterioara. O parte din vase nu exprima o-
SMA, fiind, probabil, vase limfatice.

Expresia a-SMA 1in leziunile proliferative benigne. Proportia cea mai mare de celule SMA+

a fost observata in ariile perinodulare ale leziunilor benigne. Pentru ariile intranodulare numarul
celulelor pozitive la actina de tip muschi neted a variat de la un specimen la altul. Evaluarea
proportiei celulelor SMA+ in specimenele cu leziuni proliferative benigne, cuantificate pe 10

campuri microsocpice consecutive la marirea x40, este redata in tabelul nr. 4.1

Tabelul 4.1 Expresia a-SMA de citre celulele stromale in proliferarile benigne de prostata

i e n Scorul expresiei

1 2 3
Perinodular 34 0 0 3 31
Intranodular 34 0 4 14 16

N — numar de cazuri incluse in studiu,

Un alt aspect studiat a fost legat de intensitatea de exprimare a markerului a-SMA de catre
celulele stromale. Astfel ca, gradul de exprimare a colorarii a variat de la intens la moderat. Notam,
caracterul relativ omogen al colorarii in cadrul aceluiasi cAmp microscopic.

Intensitatea expresiei a-SMA de catre celulele stromale, in functie de ariile studiate, este
redatd in tabelul nr. 4.2. Analizand populatia celulara a-SMA+ din stroma, au fost identificate 2
tipuri celulare morfologic diferite. Majoritatea celulelor SMA+ pastrau morfologia miocitului

(Figura 4.1a).
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Tabelul 4.2. Intensitatea de exprimare al markerului a-SMA de citre celulele stromei

Gradul expresiei
Aria topografica n N .
scazut moderat intens
Perinodular 34 0 12 22
Intranodular 34 0 19 15

N — numar de cazuri incluse in studiu

Exprimarea markerului de catre aceste celule fiind valorificatd ca una intensa. Printre
aceste celule a fost remarcat un grup de celule morfologic apropiate de miofibroblaste, numarul

carora a crescut semnificativ comparativ cu stroma prostatei in norma. (Figura 4.1b).

Fig. 4.1. Expresia a-SMA in stroma hiperplaziei benigne de prostata: a) expresia a-SMA de
citre celule cu caracter morfologic de miocit, x40; b) expresia a-SMA de ciitre celule cu
caracter morfologic miofibroblastic x40; c¢) stromi intranodulari, x40; d) localizarea
miocitului (sageata rosie) si miofibroblastului (sdgeata galbeni) in raport cu epiteliul

glandular,x40; Imunoreactie pentru anti- a-SMA, DAB

Cantitatea miocitelor netede din jurul acinilor glandulari a fost redusa semnificativ
comparativ cu norma. Majoritatea celulelor au fost localizate la distanta fata de acinul glandular.
Doar o mica parte de celule musculare netede erau localizate in imediata apropiere de membrana
bazala, unde formau straturi cu caracter discontinuu (Figura 4.1c,d). Mentionam ca, celulele cu
morfologie miofibroblastica, in raport cu epiteliul glandular, au prezentat un comportament cu

caracter infiltrativ (Figura 4.1d). In aceeasi ordine de idei, notam ca, in 6 cazuri (17,6%) am

72



observat acini glandulari care, bazal, exprimau actina de tip muschi neted. Expresia bazala a fost

datoratd numarului mare de celule epiteliale bazale pozitive la actind, dar si a extensiilor

citoplasmatice ale miofibroblastelor din jurul acinului (Figura 4.2).

o e o
e

Fig. 4.2. Expresia bazala a markerului a-SMA in acinii glandulari cu vizualizarea
extensiilor citoplasmatice ale miofibroblastice (sdgeata) (a x10; bx20; cx40), Imunoreactie
pentru anti- a-SMA, DAB

Analizand distributia celulelor a-SMA pozitive in stroma, au fost identificate doua pattern-
uri arhitecturale de baza: liniar si in banda (predominant). Celulele a-SMA pozitive organizate
linear au fost observata in jurul vaselor sanguine mari din ariile perinodulare si in jurul ductelor

insotite de infiltrat inflamator din ariile intranodulare (Figura 4.3a,b).

Fig. 4.3. Distributia celulelor a-SMA in stroma leziunilor proliferative benigne de prostata,
x20; x40. Imunoreactie pentru anti- a-SMA, DAB
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Perinodular majoritatea celulelor a-SMA pozitive au fost organizate in benzi stromale
compacte cu un caracter ordonat (Figura 4.3c). Ariile intranodulare au fost caracterizate de benzi
stromale compacte de celulelor a-SMA pozitive, cu un caracter dezorganizat, alocuri cantitatea
celulelor pozitive la actina era redusa, prezentand grupuri mici de celule (Figura 4.3.d,e). a-SMA
a permis evidentierea vaselor de tip matur cu reactie perivasculard continud in jurul lumenului
vascular. De asemenea, au putut fi observate vase negative pentru a-SMA (Figura 4.3a,b).

Expresia a-SMA in leziunile proliferative maligne. Analizand densitatea celulelor pozitive

la actina de tip muschi neted In stroma leziunilor proliferative maligne au fost observate variatii
numerice nu doar in functie de arie, dar si legate de gradul de diferentiere a leziunii. Astfel ca,
proportia cea mai mare de celule a-SMA pozitive, la fel ca si in leziunile benigne, ramane sa fie
pentru ariile peritumorale.

In functie de gradul de diferentiere al tumorii s-a constatat ci, numarul cel mai mare de
celule pozitive la actind a fost in adenocarcinoamele bine si mediu diferentiate, atat in ariile
peritumorale, cat si cele intratumorale. Iar distributia celulelor a-SMA pozitive in tumorile slab-
diferentiate purta un caracter heterogen in ambele arii. Distributia celulelor a-SMA pozitive din
stroma prostatei cu leziuni proliferative maligne, in functie de aria tumorala, a fost redata in tabelul
nr. 4.3. Mentionam ca, repartizarea celulelor stromale pozitive la actina de muschi neted, 1n ariile
peritumorale, a fost neuniforma. Astfel, a fost remarcata o condensare de celule SMA pozitive in

ariile de contact cu tumora, iar la distanta cantitatea de celule reducand-se substantial (Figura 4.4).

Fig. 4.4. Distributia celulelor SMA pozitive in ariile intratumorale si peritumorale: a)

adenocarcinom bine diferentiat, x10; b) adenocarcinom moderat diferentiat, x10; c)

adenocarcinom slab diferentiat x10. Imunoreactie pentru anti- a-SMA, DAB

Notam ca, pentru majoritatea celulelor stromale pozitive expresia markerului a-SMA s-a
mentinut la nivel citoplasmatic cu caracterul difuz. Au fost identificate celulele stromale care
exprimau markerul atét la nivel citoplasmatic, Cit si membranar. Astfel de celule se regaseau si in

peretele unor vase sanguine (Figura A2.3), aspect observat si in specimenele cu leziuni benigne.
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Tabelul 4.3. Proportia celulele stromale a-SMA+ in leziunile proliferative maligne

Peritumoral Intratumoral
Gradul de n S | . S | .
diferentiere corul expresiei corul expresiei
0 1 2 3 0 1 2 3
G1 14 0 0 7 7 0) 2 9 3
G2 17 0 0 10 0 5 9 3
G3 30 0 4 14 12 0 10 15 5
CaP non-acinar 12 0) 2 8 2 2 10 0 0
Total 73 0 6 39 28 2 27 33 11

Gl - adenocarcinom bine diferentiat, G2 — adenocarcinom moderat diferentiat, G3 — adenocarcinom slab
diferentiat, CaP non-acinar — carcinom cu celule mici; n — numar de cazuri incluse in studiu,

Intensitatea de expresie a imunomarcajului a fost mai scazuta, decat in leziunile benigne.
Caracterul neomogen al intensitétii a fost observat in cele doud arii studiate, dar si in cadrul

aceluiasi camp microscopic.
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prostata: (a-e) repartizare in fascicule compacte, scurte, aranjate dezorganizat, x10; x40;
(f-g) pattern-urile trabecular si insular de distributie a celulelor SMA+ din periferia masei

tumorale si frontul de invazie al tumorii, X40. Imunoreactie pentru anti- a-SMA, DAB
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La evaluarea gradului de exprimare a markerului a fost luata in calcul intensitatea care
domina In campul microscopic. Intensitatea expresiei a-SMA de catre celulele stromale, in functie
de ariile studiate, se regdseste in tabelul nr. 4.4. Mentionam ca, frecvent, a fost observata cresterea
intensitatii de exprimare a markerului de catre celulele stromale in ariile de invazie a tumorii.
Populatia celulara pozitiva la actina de tip muschi neted din stroma a fost dominatd de

miofibroblaste, printre care erau localizate rare miocite netede (Figura A2.3Db).

Tabelul 4.4. Intensitatea de exprimare al markerului a-SMA de catre celulele stromale in

leziunile proliferative maligne

Peritumoral Intratumoral
dci;f::?(ejrt:gligfe n Gradul expresiei Gradul expresiei
scazut = moderat intens scazut = moderat = intens
Gl 14 0 13 1 2 12 0
G2 17 2 13 2 10 6 1
G3 30 4 20 6 13 17 0
CaP non-acinar 12 2 8 2 9 3 0
Total 73 8 54 11 34 38 1

G1 — adenocarcinom bine diferentiat, G2 — adenocarcinom mediu diferentiat, G3 — adenocarcinom slab sau
slab diferentiat, CaP non-acinar — carcinom cu celule mici; n — numdr de cazuri incluse in studiu,

Frecvent celulele a-SMA+ formau fascicule compacte, scurte, aranjate dezordonat. Alteori
acestea erau dispuse solitar printre celulele tumorale ori alte celule stromale (Figura 4.5a-¢). In
aria de invazie a tumorii, precum si la periferia masei tumorale au fost identificate doud aspecte
de distributie a celulelor pozitive la actina: trabecular si insular (Figura 4.5f,g).

O reactie cu pattern granular citoplasmatic, iar uneori si membranar a fost observatd in
unele celule tumorale, in special, din adenocarcinoamele slab diferentiate (23,3% (n=7)) si
carcinoamele cu celule mici (41,7% (n=5)). Intensitatea produsului final de reactie in citoplasma
celulelor tumorale a variat de la intens la slab. Gradul de intensitate al reactiei crestea in zona de
invazie al tumorii (Figura A2.4).

In toate tumorile a fost prezenti reactia pozitiva la nivelul celulelor perivasculare si
miocitelor din vasele mari. Actina de tip muschi neted a permis evidentierea vaselor de tip matur
cu reactie perivasculara continua in jurul lumenului vascular. De asemenea, au putut fi observate
zonele de emergenta al vaselor de neoformatie prin pierderea bruscd a stratului de celule
perivasculare pozitive la a-SMA. Au fost identificate o serie de vase sanguine mici si medii ce nu

au prezentat reactie pozitiva a-SMA (Figura 4.6b).
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Fig. 4.6. Aspecte particulare ale expresiei a-SMA la nivelul vaselor sanguine in stroma
carcinomului de prostata: a) vase mature partial si total a-SMA+, x10; b) emergenta
(sageata) vasului de neoformatie, x40; c) vase sanguine mici si medii a-SMA-, x40;

Imunoreactie pentru anti- a-SMA, DAB

4.2. Studiul mastocitelor in lezunile proliferative benigne si maligne ale prostatei

Pentru identificarea imunofenotipului complex al mastocitelor au fost utilizati trei anticorpi
primari: anti-MCT (Mast Cell Tryptase), anti-CHY (Chymase) si anti-CD117. Rezultatul colorarii
a fost exprimat printr-o reactie de culoare bruna. Semnalele pozitive brune au fost observate la
nivel citoplasmatic, cu pattern granular.

Distributia mastocitelor in prostata normali. In specimenele cu tesut normal, mastocitele

triptaza pozitive (MCT+) au fost prezente in toate zonele prostatei. Mastocitele MCT+ erau bine
conturate, de forma oval, cel mai frecvent, cu nucleu oval-rotund si citoplasma granulata. In ariile
interglandulare, destul de frecvent, aceste celule prezentau forma alungita, localizate in apropierea

membranei bazale la interfata stromei cu epiteliul glandular (Figura 4.7a).

o a. 4 b.
Fig. 4.7. Aspecte morfologice ale mastocitelor MCT pozitive: a) localizare la interfata
stromei cu epiteliul glandular, x20; b) mastocite MCT+ periglandulare in degranulare,

x40. Imunoreactie pentru anti-triptaza mastocitara, DAB
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Repartizarea celulelor MCT+ a fost uniforma in cadrul ariilor studiate. Densitatea maxima
a fost observata in ariile periglandulare, comparativ cu cele interglandulare. Celulele MCT+ din
ariile periglandulare au prezentat un grad inalt de degranulare, comparativ cele din ariile
interglandulare (Figura 4.7b).

Mastocitele chimaza pozitive (CHY+) au fost caracterizate ca celule de talie mult mai
mica decat mastocitele MCT+, fiind raspandite cel mai frecvent in stroma periglandulara.
Distributia mastocitelor CHY+ a avut un caracter neuniform, deseori fiind dispuse sub forma unor
grupe sau cuiburi.

Mastocitele CD117 pozitive (c-kit+) au demonstrat o gama larga de polimorfisme, cele
mai multe au forma ovald cu prelungiri citoplasmatice scurte, nucleul fiind mascat de granulele
citoplasmatice. Cuantificarea celor trei markeri in ariile interglandulare a evidentiat o corelatie
statistic semnificativa intre expresia mastocitelor MCT+ si celor CHY+ (r,=-0,62, p=0,030), si
lipsa corelatiei intre mastocitele MCT+ si CHY+ cu mastocitele CD117+. Pentru ariile
periglandulare a fost obtinuta corelatie statistic semnificativa intre numarul mastocitelor MCT+ si
celor CD117+ (r,=0,68, p=0,015), si lipsa corelatiei statistic semnificative intre numarul
mastocitelor MCT+ si CD117+ cu mastocitele CHY +.

Tabelul 4.5. Densitatea* mastocitelor in stroma specimenelor din lotul de control

n Triptaza Chimaza CD117
Periglandular 12 20,7+0,9 10,3+0,9 14+1,1
Interglandular 12 11,9+0,5 3,4+0,8 9,9+0,7
p < 0,001 < 0,001 0,05

N — numar de cazuri incluse in studiu, P — valoare obtinuta prin test Student, * M+m

Distributia mastocitelor in leziunile proliferative benigne. In hiperplazia nodulari benigna

distributia mastocitelor MCT+ a fost partial omogena in cele doua arii studiate. Mastocitele
localizate in jurul vaselor aveau tendinta de formare a unor grupuri mici de celule. Forma
mastocitelor perinodulare era rotund-ovala, iar a celor intranodulare alungiti (Figura 4.8a). In 6
cazuri (17,6%) densitatea mastocitelor MCT+ intranodulare a predominat, comparativ cu alte
specimene, unde numarul crescut de mastocite a fost caracteristic zonelor perinodulare.
Infiltratele inflamatoare, prezente in unele specimene au fost insotite de o densitate crescuta
de mastocite CD117+. Mastocitele MCT+ erau repartizate uniform in infiltrat, cu un grad inalt de
degranulare (Figura 4.8b), iar cele CD117+ au avut predilectie pentru zona periferica a infiltratului
inflamator, In absenta haloului de degranulare. Mastocitele CHY+ nu au fost localizate in

infiltratul limfo-histiocitar.
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Fig. 4.8. Mastocite MCT pozitive in: a) ariile intranodulare, b) infiltratul inflamator, x20,

Imunoreactia pentru anti-triptaza, DAB

Repartizarea mastocitelor CD117+ a fost neomogena, si frecvent formau grupuri de celule
sau cordoane. Aceasta distributie a fost caracteristica pentru ambele arii stromale (perinodulare si
intranodulare) (Figura 4.9). Mentionam ca, mastocitele c-Kit+ intranodulare au fost localizate la
distanta de acinii glandulari. Intranodular, densitatea maxima a mastocitelor CD117+ a fost in jurul
ductelor glandelor. In toate specimenele cu hiperplazie glandulari benigni s-a evidentiat
exprimarea CD117 de catre celulele glandulare bazale (expresie citoplasmaticd), dar nu si de cele

secretorii (Flgura 4.9b).
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Fig. 4.9. Distributia mastocitelor CD117+ in hiperplazia benigni nodulara: a) formarea de
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grupuri celulare, b) exprimarea imunomarcajului CD117 in celulele bazale ale acinului

glandular, x20. Imunoreactia pentru anti- CD117 DAB

Densitatea mastocitelor in hiperplazia benigna de prostata a variat, comparativ cu cazurile
de control, mentinandu-se distributia perinodulara. Datele despre densitatea mastocitelor in functie
de tipul anticorpului au fost oglindite in tabelul 4.6. In leziunile proliferative nodulare benigne
expresia triptazei pentru mastocitele din ariile intranodulare si perinodulare s-a corelat
semnificativ statistic (r,=0,65, p=0,001). Acelasi tip de corelatie a fost obtinut si in expresia
chimazei (r,=0,39, p=0,024) si CD117 (r,=0,44, p=0,009). Perinodular mastocitele CD117 pozitive
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a corelat semnificativ statistic cu mastocitele MCT+ (r,=0,39, p=0,022), si cu mastocitele CHY+
(r,=0,53, p=0,001). In acelasi timp nu a fost obtinuti corelatie statistic semnificativa intre expresia
triptazei si chimazei. Intranodular nu au fost obtinute corelatii statistic semnificative intre cei trei
markeri.

Tabelul 4.6. Densitatea* mastocitelor in stroma hiperplaziei nodulare benigne

n Triptaza Chimaza CD117
Perinodular 34 27+0,8 27,9+1,1 23,6x1,4
Intranodular 34 23,6+0,9 3,9+0,3 7,1+0,5
p < 0,001 < 0,001 < 0,001

N — numar de cazuri incluse in studiu, p — valoare obtinutd prin test Student, * M+ES

Distributia mastocitelor in leziunile proliferative maligne. Intratumoral, numarul

mastocitelor MCT+ a fost redus comparativ cu zonele peritumorale. Distributia mastocitelor a fost
neuniformd, in majoritatea cazurilor, acestea fiind localizate izolat printre celulele tumorale. in
20,5% densitatea mastocitelor intratumoral a fost mai mare decat peritumoral, respectiv 10 cazuri
(66,7%) adenocarcinoame slab diferentiate, 3 cazuri (20%) adenocarcinoame moderat-
diferentiate, si 2 cazuri (13,3%) adenocarcinoame bine-diferentiate. De asemenea, In 7 cazuri
(9,6%) densitatea mastocitelor in ariile peritumorala si intratumorald a fost identica, respectiv 3
cazuri (42,9%) de adenocarcinoame moderat-diferentiate, 4 cazuri (57,1%) adenocarcinoame slab-
diferentiate. Predominarea numerica a mastocitelor in aria intratumorala versus aria peritumorala
a fost observatd si la imunomarcarea cu anti-CD117 in 9,6% (n=7). Datele despre densitatea

mastocitelor in leziunile maligne in functie de tipul anticorpului au fost oglindite in tabelul 4.7:

Tabelul 4.7. Densitatea* mastocitelor in stroma leziunilor proliferative maligne

Densitatea Adenocarcinomul acinar Carcinom

Imunomarcaj medie Gleason 3-5 Gleason 6-7  Gleason 8-10 = "onacinar
(n=73) (n=14) (n=17) (n=30) (n=12)
McMCT+ IT  13,1+1,0 15423 14,3+1,7 15,1£1,6 4,4+0,4
PT 17+0,7 20,5+1,8 17+1,0 16,6+1,0 14,1+0,8
p < 0,001 < 0,001 0,092** 0,297** < 0,001
McCHY+ IT 3,1+0,2 3,1+0,4 3,9+0,5 3+0,4 1,8+0,4
PT 9,1+0,5 10,9+0,5 11,4+0,5 9,8+0,7 2,2+0,6
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,483**
McCD117+ IT 6=+0,7 6,4+1,9 6,8+1,5 6,8+1,2 2,5+0,3
PT 11,6£0,6 9,6+0,8 12,2+1,5 12,1+0,9 11,7+0,8
p < 0,001 0,109** < 0,001 < 0,001 < 0,001

McMCT+ mastocite triptaza pozitive, McCHY+ mastocite chimaza pozitive, McCDI117+ mastocite CDI117
pozitive, IT — aria intratumorala, PT — aria peritumorald, p — valoare obtinutd prin test Student, * M£ES, ** intre
grupele comparate nu au fost stabilite deosebiri veridice
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Intratumoral, mastocitele au fost dispuse izolat, in jurul celulelor tumorale, mai rar

interepitelial, si in imediata vecinatate a vaselor sanguine (Figura 4.10 ).
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Fig. 4.10. Mastocite MCT pozitive in leziunile maligne a prostatei, (a) intraepitelial, (b)
periacinar, (c) peritumoral, in jurul vaselor sanguine, x20. Imunoreactia pentru anti-

triptaza, DAB

Uneori, 1n carcinoamele nediferentiate a fost observatd localizarea mastocitelor
intravascular (cate 2-3 celule), frecvent in stroma peritumorald (Figura A2.6). Peritumoral,
majoritatea mastocitelor au prezentat grad crescut de degranulare. Aceasta caracteristica a fost
comuna pentru toate mastocitele (MCT+, CD117+, CHY+). In 15,1% (n=11) adenocarcinoame de
prostatd s-a observat expresia citoplasmatica a triptazei in celulele tumorale. Expresia

citoplasmatica a CD117 de celulele tumorale a fost observata in 15 cazuri (20,5%) (Figura 4.11).
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Fig. 4.11. Expresia citoplasmatica de catre celulele epiteliale tumorale a) triptazei si b)

CD117, x40. Imunoreactia pentru anti-triptaza mastocitara si anti-CD117, DAB

Studiind datele despre densitatea mastocitelor, s-a observat ca densitatea totald a
mastocitelor a variat in functie de leziune, pentru toti markerii imunologici inclusi in studiu. Datele
densititii totale ale mastocitelor in functie de tipul leziunii au fost oglindite in tabelul 4.8. In
leziunile maligne mastocitele MCT+ intratumorale au corelat statistic semnificativ cu mastocitele

MCT+ peritumorale (r,=0,58, p=0,001). Acelasi tip de corelatie a fost obtinuta pentru CD117

81



(rp=0,51, p=0,001) si chimaza (rs=0,37, p=0,001). Intratumoral a fost obtinuta corelatie statistic
semnificativa intre expresiile triptazei si chimazei (rp=0,36, p=0,002), precum si intre expresiile
triptazei si CD117 (rp=0,65, p=0,001), in acelasi timp nu a fost obtinutd corelatie statistic

semnificativa intre expresia chimazei si CD117 (rp=0,085, p=0,473).

Tabelul 4.8. Densitatea totalia a mastocitelor in stroma specimenelor incluse in studiu

Densitatea mastocitara

Leziunea

Triptaza Chimaza CD117
Prostata normala (n=12) 16,4+1,0 6,8+0,9 11,9+0,8
Hiperplazia nodulara benigna (n=34) 25,3+0,6 15,9+1,6 15,3£1,3
Carcinomul acinar/non-acinar (n=73) 15,1£0,6 6,1+0,4 8,8+0,5

Peritumoral s-au observat corelatii statistic semnificative intre triptaza si chimaza (r,=0,33,
p=0,005), triptaza si CD117 (r,=0,38, p=0,001). Pentru evaluarea impactului prognostic al
imunofenotipului mastocitar s-a realizat corelatii dintre numarul total de mastocite, pentru fiecare
marker utilizat si scorul Gleason. Astfel, peritumoral, au fost obtinute corelatii statistic
semnificative intre scorul Gleason si mastocitele MCT+ (r,=-0,31, p=0,007), precum si mastocitele
CHY+ (rp,=-0,41, p=0,001). Intratumoral, au fost obtinute corelatii semnificative intre scorul
Gleason si mastocitele CD117+ (rs=-0,28, p=0,019), precum si mastocitele CHY+ (rs=-0,24,
p=0,039). Nota: rp—coeficientul de corelatie Pearson, rs—coeficientul de corelatie Spearman, p —
pragul de semnificatie statisticad.

4.3. Mastocitele si relatia lor cu vasele sanguine CD34 pozitive in proliferarile benigne
si maligne ale prostatei

Distributia vaselor sanguine CD34 pozitive si a mastocitelor in prostata normala. In tesutul

normal, mastocitele au fost mai numeroase in jurul vaselor sanguine si in apropierea de membrana
bazala a epiteliului glandular. Perilobular, mastocitele MCT+ au prezentat grad crescut de
degranulare. In urma calcularii efectuate s-a stabilit cd densitatea mastocitelor a fost 18,8+1,1, iar
a vaselor CD34+ a fost 15,6+0,8. Vasele sangvine CD34+ au fost raspandite uniform in toata
stroma cu predominare usoara in ariile intralobulare (Tabelul 4.9), iar morfologic au fost descrise

ca vase mature, cu un lumen larg, rare ramificatii, perete bine conturat (Figura A2.7b).

Tabelul 4.9. Densitatea* mastocitelor si vaselor CD34+ in lotul de control

n Intralobular  Perilobular p
Mastocite MCT pozitive 12 14,8+0,7 22.8+1,2 < 0,001
Vase CD34 pozitive 12 17+1,0 14,2+1,2 0,077**

N — numdr de cazuri incluse in studiu, p — valoare obtinutd prin test Student, * M£ES, ** intre
grupele comparate nu au fost stabilite deosebiri veridice
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Distributia vaselor sanguine CD34 pozitive si a mastocitelor in leziunile benigne. Stroma

leziunilor proliferative benigne a fost caracterizata prin prezenta a doua tipuri de vase. Primul tip
de vase a fost caracteristic zonelor stromale perinodulare. Vasele perinodulare CD34+ au fost bine
delimitate, cu contur regulat, perete bine definit, lumen larg, putine colaterale, circumscriau zona
tumorala. Tipul doi de vase, localizate in stroma intranodulard, prezentau perete subtire, lumen
neregulat, erau ramificate, cu aspect de “inmugurire”. In interiorul ariilor de hiperplazie s-a
observat un numar crescut de celule CD34+. Uneori s-au evidentiat grupuri mici de celule CD34+,
care formau cordoane scurte neperfuzabile. In majoritatea cazurilor, celulele CD34+ au prezentat
aspecte de activare: citoplasma ambundentd, contur neregulat, nucleu oval eucromatic (Figura
A2.9). Perinodular, in unele vase de calibru mare, s-a constatat o heterogenitate a reactiei pozitive
pentru CD34 (nu toate celulele de pe circumferinta vaselor fiind pozitive). Densitatea celulelor
CD34- nu a fost mare. Vasele de dimensiuni mari si medii au dominat ariile perinodulare. De notat
ca, pentru stroma intranodulara au fost caracteristice vasele de talie medie si mica, cu o reactie

pozitiva intensa la CD34 (Figura 4.12) [65].
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Fig. 4.12. Aspecte morfologice comparative ale vaselor din ariile studiate. a) perinodular,
vase largi, x10; b) intranodular, vase medii si mici, X10. Imunoreactie pentru

CD34/Triptaza, Vina Green /DAB

In urma calcularilor efectuate a fost stabilitd densitatea medie a vaselor CD34 pozitive
pentru specimenele cu hiperplazie benignd nodulara — 24,0+0,9 care a fost mai mare decat in
tesutul normal corespondent. Densitatea vaselor a variat intre 12 si 42 vase/cimp. Numarul vaselor
CD34+ a variat in functie de ariile studiate, astfel ca densitatea maxima a fost in ariile
intranodulare. Densitatea medie a mastocitelor in stroma a fost 27,2+1,2. Acestea contrar vaselor
CD34+ au dominat ariile perinodulare (Tabelul 4.10). In 32% (n=8) densitatea mastocitelor in
ariile intranodulare a prevalat fata de ariile perinodulare. Intranodular, mastocitele au fost mai
numeroase la interfata stromei cu epiteliul glandular. Frecvent, aceste celule aderau intim la

membrana bazala a endoteliului vascular.
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Tabelul 4.10. Densitatea* mastocitelor si vaselor CD34 pozitive din stroma leziunilor

proliferative benigne

n Intranodular Perinodular p
Mastocite MCT pozitive 34 23.,9+1,2 30,5+1,9 < 0,001
Vase CD34 pozitive 34 28,9+1,0 19,1+0,8 < 0,001

N — numar de cazuri incluse in studiu, p — valoare obtinutd prin test Student, * M+ES

Microscopic dimensiunea mastocitelor MCT+ intranodulare a fost mai mare comparativ cu
stroma normala. Mastocitele intranodulare au prezentat grad crescut de degranulare (observat prin
pigmentul brun din jurul mastocitului). Perinodular, mastocitele erau localizate preponderent
uniform, iar in jurul vaselor aveau tendinta de formare a unor grupuri mici de celule. Si in aceste

arii s-a constatat un grad inalt de degranulare a mastocitelor (Figura 4.13).
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Fig. 4.13. Aspecte morfologice ale mastocitelor MCT+ si relatia acestora cu vasele CD34+,
%2035 x40. Imunoreactie pentru CD34/Triptaza, Vina Green /DAB

In 7 cazuri (28%) de hiperplazie benigna am observat ci ariile densitatii maxime a vaselor
sanguine CD34+ nu au coincis cu ariile densitatii maxime a mastocitelor. Densitatea vasele
sanguine CD34+ din stroma nodulilor stromali a variat in functie de tipul histologic al acestora.

Astfel, In stroma nodulilor fibromusculari MVD s-a situat intre 45 si 50 de vase pe cimp, x 20.
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Nodulii de tip mesenchimal erau mai slab vascularizati. Au predominat vasele cu lumen larg,
tortuoase, cu multiple ramificatii (Figura A2.8). Nodulii stromali au prezentat modificari
semnificative si 1n relatie cu densitatea si dispozitia mastocitelor. La fel ca si in cazul vaselor,
densitatea cea mai crescuta a mastocitelor a fost observata in nodulii fibromusculari. Aici
mastocitele MCT+ au fost raspandite omogen si cele mai multe prezentau un grad crescut de
degranulare. In nodulii mezenchimali mastocitele au fost situate la periferia nodulului. Raportul
dintre expresia intranodulard si perinodulara a CD34 nu a prezentat corelatie statistic
semnificativa. In acelasi timp, a fost observata corelatie statistic semnificativa pentru mastocitele
intranodulare si perinodulare (r,=0,46, p=0,006). Nu a fost obtinuta corelatie statistic semnificativa
intre expresia CD34 si triptaza in ariile intranodulare. In schimb, perinodular corelatia dintre cei
doi markeri a fost statistic semnificativa (r,=0,58, p=0,001).

Distributia vaselor sanguine CD34 pozitive si a mastocitelor in leziunile maligne.

Carcinomul de prostata a prezentat modificari semnificative In densitatea vasculara, precum si in
tipul si dispozitia vaselor tumorale. Intratumoral numarul vaselor a fost crescut comparativ cu
leziunile proliferative benigne. Cea mai mare densitate vasculara a fost prezenta in
adenocarcinoamele acinare slab si moderat diferentiate. Peritumoral, vasele au fost caracterizate
cu lumen larg, usor colabate, cu un aspect de mozaic al peretelui vascular la expresia
imunomarkerului CD34. Remarcam ca, in carcinoamele prostatice nu doar peritumoral, dar si
intratumoral s-a observat o heterogenitate a reactiei pozitive pentru CD34, fapt care sugereaza
includerea in peretele vaselor de neoformatie a celulelor maligne din tumora. Notam ca, au fost
observate si vase CD34 negative in stroma peritumorald. Frecvent, vasele peritumorale prezentau
ramificatii CU caractere morfologice de intususceptie, vectorul cdrora era orientat spre aria
tumorala (Figura 4.14b). De asemenea, vase cu lumen larg au fost concentrate in jurul ariilor cu
PIN cu grad inalt, nefiind semnalate in interiorul proliferarii.

Stroma tumorala a fost caracterizata de vase in diferite stadii ale morfogenezei, precum,
celule izolate CD34+, cordoane endoteliale cu celule activate, vase cu lumen perfuzabil. in
majoritatea cazurilor vasele CD34+ din ariile intratumorale au fost de dimensiuni medii si mici,
cu lumen spiralat, pereti subtiri cu discontinuitati.

In adenocarcinoamele bine diferentiate au predominat vasele de calibru mediu, localizate
in imediata vecinatate cu membrana bazalad a epiteliului tumoral. Vasele CD34+ din zonele de
carcinom bine diferentiat au prezentat pereti subtiri cu numeroase ramificatii, si care frecvent erau
insotite de un numar mare de mastocite (Figura 4.14c). Vasele CD34+ intratumorale din zonele de
carcinom mediu sau slab diferentiat erau predominant de dimensiuni mici, frecvent neperfuzabile,

cu un intens fenomen de sprouting, iar alteori cu caractere morfologice de intususceptie.
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Fig. 4. 14. Aspecte morfologice ale vaselor CD34+. a) arie intratumorala cu multiple
structuri vasculare CD34+ cu/sau fiara lumen, x10; b) arie peritumorala cu vase CD34+ cu
semne de intususceptie, x20; c¢) vase CD34+ intens ramificate insotite de un numar crescut

de mastocite, X40. Imunoreactie pentru CD34/Triptaza, Vina Green /DAB

Intratumoral, au fost observate si celule izolate CD34+, densitatea carora era crescuta fata
de leziunile hiperplazice benigne. Morfologia celulelor a fost variata, frecvent, ele prezentau
prelungiri scurte cu un caracter invaziv in tesutul tumoral. Distributia vaselor CD34+ in aria
tumorala a fost neomogena, frecvent fiind localizate in zonele periferice ale tumorii, sau in ariile
de invazie tumorald (adenocarcinoamele slab diferentiate). Cea mai mare densitate vasculara
intratumorala a prezentat-0 adenocarcinomul moderat diferentiat, 50-87 de vase/cimp x20.
Adenocarcinomul slab diferentiat a prezentat o densitate vasculara putin redusa, aproximativ 50
de vase/cimp. Pentru adenocarcinoamele bine diferentiate, MVD a variat intre 15-38 vase/cimp
x20. Densitatea vasculara cea mai redusa a fost pentru carcinoamele non-acinare, unde MVD a
variat intre 6-20 de vase/cimp. Datele despre densitatea vasculara si densitatea mastocitelor in
leziunile proliferative maligne au fost oglindite in tabelul 4.11.

Vasele tumorale au fost absente 1n interiorul zonelor de comedonecroza. Acestea au fost
dispuse circumferential la distantd micd de focarele de necroza. Peritumoral, in special pentru
zonele cu carcinom nediferentiat, s-a observat prezenta vaselor CD34+ embolizate, care frecvent

aveau un traiect sinuos si prezentau un lumen larg (Figura 4.15).
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Tabel 4.11. Densitatea* vaselor CD34+ si a mastocitelor din stroma leziunilor maligne

Imuno Densitatea Adenocarcinomul acinar Carcinom
marcaj medie  Gleason3-5 Gleason 67  Gleason 8-10 Mon-acinar
(n=73) (n=14) (n=17) (n=30) (n=12)
McMCT+ IT 14,5+1,1 18,5+1,8 17,6£1,4 15,5+1,8 2,7+0,4
PT 20,6+1,0 24,3£1,6 19,3+1,6 22,8+1,8 12,5+1,4
p < 0,001 0,002 0,291** < 0,001 < 0,001
Vase CD34+ IT 32,7+1,8 25,4£1,9 40,9+3,4 38,6+2,8 15,0£1,3
PT 14,3+0,9 13,7+1,2 13,1+0,9 15,2+1,1 14,4+4,1
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,866**

McMCT+ - mastocite triptaza pozitive;, IT — aria intratumorald; PT — aria peritumorald; p — valoare
obtinutd prin test Student, * M£ES, ** intre grupele comparate nu au fost stabilite deosebiri veridice.

Un aspect particular pentru ariile de invazie tumorald a fost prezenta cordoanelor CD34
pozitive dispuse circumferential in jurul grupurilor de celule tumorale (Figura 4.15¢,d). In 14
cazuri (19,2%) de carcinom prostatic ariile cu densitatea maxima a vaselor CD34+ nu au coincis
cu ariile densitdtii numerice maxime ale mastocitelor. Densitatea mastocitelor a fost crescuta in

ariile peritumorale.
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Fig. 4.15. Aspecte morfologice specifice ale vaselor CD34+ embolizate. a-c) vase cu emboli
tumorali, x10; x20; c-d) cordoane CD34+ dispuse circumferential in jurul celulelor

tumorale, x20. Imunoreactie pentru CD34/Triptaza, Vina Green /DAB
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Totusi, in 14 cazuri densitatea mastocitelor a fost crescutd in ariile intratumorale, aspect
observat in carcinoamele slab si moderat diferentiate. Distributia mastocitelor in cele doua arii de
studiu avea un caracter heterogen. Astfel ca, in zonele centrale ale ariilor intratumorale mastocite
au fost localizate izolat printre celulele tumorale, iar densitatea acestora crestea spre zonele
periferice ale tumorii, unde frecvent era inregistrata si densitatea vasculara crescuta. Peritumoral,
numarul mastocitelor atingea valori maxime in aria de invazie a tumorii.

Studiind datele despre densitatea mastocitelor precum si densitatea vaselor CD34+, s-a
observat cd densitatea acestora 1n stroma a variat in functie de leziune. Datele densitatii totale ale

mastocitelor n functie de tipul leziunii au fost expuse in tabelul 4.12.

Tabelul 4.12. Densitatea totala a vaselor CD34+ si mastocitelor in norma, leziunile

proliferative benigne si maligne

Densitatea totala

Leziunea

Vase CD34+ Mastocite MCT+
Prostata normala (n=12) 15,6+0,8 18,8+1,1
Hiperplazia nodulara benigna (n=34) 24,0+0.9 272412
Carcinomul acinar/non-acinar (n=73) 23,513 17,5+0,8

Analizand rezultatele obtinute pentru leziunile proliferative maligne s-a considerat oportun
sa realizam corelatia dintre numarul total de mastocite si densitatea vasculard totala, astfel a fost
obtinuta o corelatie totala si directa (rp=0,39, p=0,001). lar pentru evidentierea unui posibil impact
prognostic numarul total de mastocite si densitatea vasculara totald a fost corelat cu scorul Gleason,
obtinandu-se o corelatie statistic semnificativa doar cu densitatea totald a mastocitelor (rp=-0,29,
p=0,014). Motiv pentru care s-a recurs la defalcarea corelatiilor pe zone intratumorale si
peritumorale. Corelatia intratumorald a densitatii mastocitelor MCT+ si a vaselor CD34+ a fost
statistic semnificativa (rp=0,42, p=0,001). in momentul in care a fost obtinuti corelatia dati s-a
dorit sa vedem care dintre cele doua densitati are un efect mai puternic in patogeneza carcinomului
de prostatd, coreland separat fiecare densitate cu scorul Gleason. Nu a fost obtinutd corelatie
statistic semnificativa intre CD34 si scorul Gleason. Corelatia dintre vasele CD34+ si mastocitele
MCT+ din ariile peritumorale a fost pozitiva (rs=0,26, p=0,027). Nu a fost obtinuta nici o corelatiei
statistic semnificativd la compararea datelor dintre vasele CD34+ peritumorale cu scorul Gleason.
Un aspect particular si extrem de interesant a fost corelatia directd dintre vasele CD34+
intratumoral si mastocitele MCT+ peritumoral (r,=0,32, p=0,006), mai ales in lipsa unei corelatii

dintre CD34 peritumoral si MCT intratumoral (r,=0,047, p=0,695).
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4.4. Expresia CD68 in leziunile proliferative benigne si maligne
Produsul final al reactiei a constat in colorarea macrofagelor in brun. Reactia a fost
exprimata citoplasmatic cu un caracter granular difuz.

Distributia celulelor CD68 pozitive in prostata normald. Celulele CD68+ au fost localizate

relativ omogen atat in stroma perilobulara, cat si in stroma intralobulara. Densitatea numerica a
macrofagelor a fost scdzutd comparativ cu alte elemente celulare stromale. Astfel, perilobular,
densitatea macrofagelor a variat intre 2 si 8 celule/cimp, media fiind egala cu 4,9+2,0, iar
intralobular densitatea macrofagelor a fost nesemnificativ mai mica, media fiind egala cu 4,8+1,6.
S-au observat celule CD68+ intraepiteliale, in medie 1-2 celule/cimp. Acestea au fost localizate
preferential printre celulele bazale. Morfologic, celulele imunomarcate au fost de talie mica, forma
rotundd sau oval-alungitd, cu o citoplasma fin granulata, nucleu rotund de cele mai multe ori
localizat excentric, deseori, cu prelungiri citoplasmatice scurte (Figura A2.10b).

Distributia celulelor CD68 pozitive in leziunile proliferative benigne. In toate specimenele

cu hiperplazie benigna au fost observate celulele CD68+. Densitatea celulelor imunomarcate in

ariile perinodulare a variat de la 8 pana la 45, media fiind egalda cu 15,6+1,2. Distributia

macrofagelor in ariile perinodulare era relativ omogena.

‘&;; \ o,

Fig. 4.16. Macrofage CD68+ din stroma intranodulari din leziunile hiperplazice benigne:
a) localizare subepiteliala, x10; b) celule CD68+ intraepiteliale (sdgeata rosie) si celule

CD68+ stromale (sdgeata galbend), x40; Imunoreactie pentru anti-CD68, DAB

Celulele CD68+ au fost localizate preferential in jurul si de-a lungul vaselor sangvine. In
raport cu vasul sanguin macrofagele erau localizate printre celulele endoteliale, precum si in
lumenul vasului. (Figura A2.11). Intravascular macrofagele realizau adeziuni de suprafata cu
celulele endoteliale. Macrofagele perinodulare, preferential, au fost de dimensiuni mici.

Celulele CD68+ din stroma zonelor intranodulare erau distribuite neomogen, majoritatea

macrofagelor fiind stocate in stroma subepiteliala (Figura 4.16). Deseori, celulele CD68+, atat
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intraepitelial, cat si stromal, erau organizate in grupuri celulare. Densitatea celulelor CD68+ a fost
intre 21 si 75celule/camp, media fiind egald cu 39,1+1,9. In cazul asocierii infiltratelor limfo-
histiocitare subepiteliale numarul celulelor CD68+ crestea. Macrofagele intraepiteliale au fost, ca
si dimensiune, mai mari comparativ cu celulele localizate in stroma (Figura 4.16b). In 32,3%
(n=11) au fost observate grupuri de celule CD68+ in lumenul glandelor. Numarul glandelor cu
continut celular, precum si numarul celulelor CD68+ in grupuri a fost variabil (Figura 4.17).
Raportul dintre expresia intranodulard si perinodulard a celulelor CD68 pozitive nu a prezentat

corelatie semnificativa statistic.
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Fig. 4.17. Celule CD68+ in lumenul glandelor hiperplazice: a) celuli gigant, polinucleata

(sageata); b) grupuri de celule CD68+ (sageata), x20; Imunoreactie pentru anti-CD68, DAB

Distributia celulelor CD68 pozitive in leziunile proliferative maligne. Distributia celulelor

CD68+ a fost neomogend atat intratumoral, cat si peritumoral. Acestea au fost distribuite
preferintial in tret zone distincte: de-a lungul marginii de invazie a tumorii, in stroma asociata
tumorii, precum si in aria celulelor canceroase, inclusiv in lumenul acinilor glandulari modificati
(Figura 4.18). Grupuri de celule CD68+ au fost observate si in focarele de necroza asociate

carcinoamelor nediferentiate.

Tabelul 4.13 Densitatea* celulelor CD68+ din stroma specimenelor cu leziuni proliferative

benigne si maligne ale prostatei

Leziunea n Intratumoral  Peritumoral p
Hiperplazia nodulara benigna 34 39,1+1,9 15,6+1,2 <0,001
Carcinomul acinar/non-acinar 73 72,7+4,7 44.7+5,0 <0,001

N — numar de cazuri incluse in studiu, p — valoare obtinuta prin test Student, * M£ES

Peritumoral a fost observata o tendinta de aranjare liniara a celulelor CD68+ la interfata cu
masa epiteliald tumorald. Numarul macrofagelor a crescut semnificativ comparativ cu patologia

hiperplazica benigna. Distributia numerica a celulelor imunomarcate a variat in cele doua arii
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studiate (Tabelul 4.13). Densitatea maxima, in majoritatea adenocarcinoamelor, a fost
intratumoral. Exceptie, carcinoamele cu celule mici, unde densitatea maxima a celulelor CD68+ a
fost in ariile peritumorale. A fost observata cresterea exponentiald a numarului de macrofage

CD68+ in raport cu gradul histologic al adenocarcinomului, atat intratumoral, cat si peritumoral

Fig. 4.18. Distributia celulelor CD68+ in carcinomul de prostata: a-b) in stroma

peritumorala, in stroma asociata tumorii, in aria celulelor canceroase, inclusiv in lumenul
acinilor glandulari transformati, x10; ¢) de-a lungul marginii de invazie a tumorii, x10; d)

aglomerare celulara CD68+ in focarul tumoral, x40; Imunoreactie pentru anti-CD68, DAB

Pentru majoritatea adenocarcinoamelor bine si moderat diferentiate, distributia densitatii
macrofagelor a fost relativ uniforma, atat intratumoral, cat si peritumoral. Exceptie au fost 4 cazuri
(2 cazuri adenocarcinom bine diferentiat si 2 cazuri moderat diferentiat), unde intratumoral
numadrul macrofagelor a fost crescut si a variat intre 101-186 celule/cimp. Distributia numerica a
macrofagelor in adenocarcinoamele slab diferentiate a avut caracter heterogen pentru ambele zone
studiate. Astfel intratumoral, in 70% (n=21) media a fost egala cu 64,8, respectiv in restul 30%
(n=9) media a ajuns sa fie de 145,7. Peritumoral, pentru 22 adenocarcinoame (73%) media a fost
egald cu 25,9, iar pentru restul 27% (n=8) aceasta a fost 73,1. Notam ca, in 5 cazuri (17%)
densitatea maxima a celulelor CD68+ din ariile peritumorale a corespuns cu densitatea maxima
din cele intratumorale. Macrofagele din stroma adenocarcinoamelor s-au prezentat ca populatie
celulara morfologic heterogena. Au fost evidentiate doud populatii distincte de celule CD68+:
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celule de dimensiuni mici (majoritatea celulelor) si celule de dimensiuni mari. Celulele de
dimensiuni mici erau localizate predominant in stroma peritumorald, si in zona de infiltrare a

tumorii, iar intratumoral populau preponderent ariile periferice ale masei tumorale.

“p-09
120,00
100,00 p=0,001
o
'E 80,00 40,001
L
E 60,00
40,00
g 0,
20,00
0,00
G1(n=14) G2 (n=17) G3 (n=30) CPa non-acinar
s R L— , | R (n=12)
| = CD68 intratm 50,12+15.8 60,10+14,6 89,13216,3 65,09+18,8
| ® CD68 peritm 21,72+5.8 23,5015,7 38,4917,0 117,28+33,9

Fig. 4.19. Distributia celulelor CD68+ pe grupele de carcinom de prostata, unde, G1
—carcinom bine diferentiat, G2 —carcinom moderat diferentiat, G3 —carcinom slab
diferentiat, CaP non-acinar— carcinom de prostata non-acinar; * nu au fost stabilite
deosebiri veridice

Macrofagele de dimensiuni mari au fost observate in special in zonele centrale ale masei
tumorale, intraepitelial, rareori prezente in ariile periferice ale tumorii. Distributia celulelor CD68
de dimensiuni mici, avea un caracter de masa infiltrativa comparativ cu celulele de dimensiuni

mari, care erau frecvent localizate solitar printre alte celule stromale sau formau grupdri mici

celulare.

o b.
Fig. 4.20. Caracterul heterogen al macrofagelor CD68 pozitive din stroma leziunilor

hiperplazice maligne: a) x10, bx90; Imunoreactie pentru anti-CD68, DAB

Macrofagele de talie mica erau intens ramificate, cu prelungiri subtiri si lungi, iar forma

acestora varia de la rotund, oval la forma alungita, cu un aspect citoplasmatic granular variabil
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(citoplasma intens si slab granulatd). Macrofagele de talie mare s-au caracterizat prin forma
rotunda, rare prelungiri scurte, uneori polinucleate, si o citoplasma intens granulara (Figura 4.20).

In carcinoamele cu celule mici au fost observate doud pattern-uri de distributie a
macrofagelor peritumorale. Astfel, cele mai multe dintre celulele CD68 + formau plaje celulare
masive 1n aria de invazie tumorala In timp ce altele erau organizate in benzi cu aspect liniar si cu
un caracter profund de demarcatie (Figura A2.12).

Un aspect particular observat in specimenele cu adenocarcinom de prostatda a fost
circumscrierea de catre macrofage a simpexioanelor prostatice (Figura A2.13), aspect care nu a
fost observat in hiperplazia benigna de prostata, unde numarul simpexioanelor era mult crescut.
Aceste date ar putea sugera, indirect, modificari in compozitia secretului glandular. In infiltratele
inflamatorii, celulele CD68+ erau localizate preferential la periferie, si doar un numar redus de
celule erau repartizate omogen in masa infiltratului propriu-zis (Figura 4.21b). Majoritatea
embolilor tumorali intravasculari contineau celule CD68+. Au fost observate celule CD68+
localizate in grosimea peretelui vascular si printre celulele endoteliale. O particularitate a fost

prezenta celulelor polimorfonucleare CD68+ in lumenul vasului (Figura 4.21a).
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Fig. 4.21. Aspecte particulare de distributie a celulelor CD68+ in carcinomul de prostata:
a) vas sanguin cu celule polimorfonucleate CD68+, x10; b) distributia celulelor CD68+ in

infiltratul inflamator, X10, Imunoreactie pentru anti-CD68, DAB

La compararea densitatii macrofagelor din ariile peritumorale cu cele intratumorale a fost
obtinutd corelatie slaba (rs=0,38, p=0,001). Pentru evaluarea impactului prognostic al
macrofagelor in adenocarcinoame s-a realizat corelatia dintre numarul total de celule CD68+ si
scorul Gleason, obtinandu-se o corelatie statistic semnificativa (r,=0,43, p=0,001). La defalcarea
corelatiei pe zone intratumorale si peritumorale au fost obtinute corelatii statistic semnificative
atat intratumoral (rs=0,31, p=0,008), cat si peritumoral (rp=0,44, p=0,001). La compararea
densitdtilor celulelor CD68+ peritumorale cu vasele CD34+ intratumorale corelatia a avut

semnificatie statistica (rp,=-0,39, p=0,001). Pentru evidentierea interrelatiilor dintre celulele cu
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potential reglator din stroma adenocarcinoamelor au fost corelate densitatile macrofagelor si a

mastocitelor. Astfel au fost obtinute urmatoarele corelatii:

celule CD68+ peritm  mastocite MCT+ peritm r.=-0,26, p=0,037
celule CD68+ peritm  mastocite MCT+ intratm r.=-0,41, p=0,001
celule CD68+ peritm  mastocite CHY+ peritm r.=-0,58, p=0,001
celule CD68+ peritm  mastocite CHY+ intratm rs=-0,27, p=0,022
celule CD68+ intratm mastocite CD117+ intratm rp,=0,25, p=0,033

Nota: rp—coeficientul de corelatie Pearson, rs—coeficientul de corelatie Spearman, p — pragul de semnificatie
statisticad.

4.5. Expresia S100 in leziunile proliferative benigne si maligne
Produsul final al reactiei a fost colorarea celulelor dendritice in brun. Pattern-ul de
exprimare a fost unul mixt: citoplasmatic si nuclear, cu un caracter granular difuz. Semnalul

cromogen la nivelul structurilor nervoase a fost considerat drept control pozitiv intern.

Distributia celulelor dendritice S100 pozitive in prostata normalad. Distributia celulelor
dendritice S100+ in norma a avut un caracter neomogen atat in stroma, Cat si la nivel epitelial. Nu
a putut fi evidentiata o localizare preferentiald pentru celulele dendritice. Morfologic, acestea au
fost de talie mica, forma oval-alungita, citoplasma granulata, cu prelungiri citoplasmatice fine.
(Figura A2.14). Intraepitelial, densitatea celulelor dendritice a variat intre 0 si 2 celule/cimp, iar
stromal — 3-10 celule/cimp, media fiind egala cu 5,19+1,9.

Distributia celulelor dendritice S100 pozitive in leziunile proliferative benigne. Numarul

celulelor dendritice a fost crescut comparativ cu tesuturile normale. Densitatea S100+ in stroma
varia de la 19 pana la 65 celule/cimp, iar la nivel epitelial de la 5-35 celule/cimp. Distributia
celulelor dendritice atat la nivel epitelial, cat si stromal a fost neomogena. Mai mult, ariile cu
densitate maxima a celulelor S100+ din stroma nu coincideau cu ariile densitatii maximale de la
nivel epitelial. La nivelul infiltratelor limfo-histiocitare, distributia celulelor S100+ a fost
omogenad, densitatea medie fiind 65 celule/cimp. Au fost observate doud populatii de celule
dendritice, diferite morfologic si topografic. Astfel, centrul infiltratului inflamator a fost populat
de celulele imunomarcate de dimensiuni mari, forma rotunda, cu prelungiri citoplasmatice scurte,
iar la periferia infiltratului se localizau celule de dimensiuni mici, forma alungita, cu prelungiri
lungi. Diferentierea celulelor dendritice, in doua populatii, a fost remarcata si in ariile studiate:
stroma si intraepitelial. Astfel cd, celulele dendritice S100+ intraepiteliale au fost, ca dimensiune,
mai mari comparativ ca cele localizate in stroma. In 20,6% (n=7) markerul a fost exprimat de catre
celulele bazale ale acinilor glandulari (Figura A2.15). Pattern-ul de exprimare a fost unul
citoplasmatic granular, iar intensitatea expresiei a variat de la scdzut la unul foarte intens. Numarul

acinilor cu continut celular S100+, precum si numarul celulelor epiteliale S100+ a fost variabil.
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Fig. 4.22. Celule S100 pozitive in leziunile proliferative benigne. Aspecte caracteristice al

celulelor S100+ stromale si intraepiteliale, x10; x40; Imunoreactie pentru S100, DAB

La compararea densitatii generale a celulelor dendritice S100 localizate in stroma cu
densitatea celulelor dendritice S100 intraepiteliale a fost obtinuta o corelatie statistic semnificativa
(rp=0,55, p=0,001). Pentru evidentierea interrelatiilor cu alte celulele din stroma leziunilor benigne
au fost corelate densitatile celulelor dendritice cu a mastocitelor si macrofagelor, respectiv
cunoscand implicarea proteinei S100 in procesul de angiogeneza au fost corelate densitatea

celulelor dendritice cu densitatea vaselor CD34+. Astfel au fost obtinute urmatoarele corelatii:

celule dendritice S100+ intraepiteliale mastocite CHY+ intratm r,—=0,38, p=0,027
celule dendritice S100+ intraepiteliale mastocite MCT+ peritm r.—0,37, p=0,032
celule dendritice S100+ intraepiteliale  Vase CD34+ intratm r.—=0,41, p=0,016
celule dendritice S100+ stromale mastocite CHY+ intratm r.=0,37, p=0,033
celule dendritice S100+ stromale mastocite MCT+ peritm r,=0,39, p=0,020
celule dendritice S100+ stromale mastocite CD117+ peritm r,=0,40, p=0,018
celule dendritice S100+ stromale Vase CD34+ intratm r.=0,36, p=0,034
celule dendritice S100+ stromale macrofage CD68+ intratm  r,=0,37, p=0,031
Nota: rp—coeficientul de corelatie Pearson, rs—coeficientul de corelatie Spearman, p — pragul de semnificatie
statisticd.

Distributia celulelor dendritice S100 pozitive in leziunile proliferative maligne. Distributia

celulelor S100+ in adenocarcinomul de prostata a fost neomogena, atat intraepitelial, cat si stromal.
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Distributia numerica a celulelor imunomarcate a fost variata in cele doua arii studiate, astfel ca in
majoritatea adenocarcinoamelor densitatea maxima a fost in ariile intraepiteliale (Tabelul 4.14).
Concomitent, a fost observata cresterea exponentiald a numarului total de celule S100+ in raport
cu gradul de diferentiere al adenocarcinoamelor, cu exceptia carcinoamelor cu celule mici, unde

numarul de celule dendritice S100+ a fost cel mai scazut (Figura 4.23).

Tabelul 4.14. Densitatea* celulelor dendritice S100+ din stroma specimenelor cu leziuni

proliferative benigne si maligne ale prostatei

n Stroma  Intraepitelial p
Hiperplazia nodulara benigna 34 37,4427 10,1+1,1 <0,001
Carcinomul acinar/non-acinar 73 16,0+1,1 22.4+13 <0,001

N — numdr de cazuri incluse in studiu, p — valoare obtinuta prin test Student, * M£ES

Analizand variatia numerica a celulelor dendritice S100+ am observat caracterul heterogen,
in special, pentru adenocarcinoamele bine diferentiate, mai putin adenocarcinoamele moderat
diferentiate, si caracterul omogen pentru adenocarcinoamele slab diferentiate si carcinoamele cu
celule mici. In 4 cazuri de adenocarcinoame bine diferentite (28,6%) a fost observati cresterea
numarului de celule S100+ 1n ariile intraepiteliale. Aici numarul celulelor a variat intre 25-41
celule/cimp, media fiind egala cu 30,5. Pentru restul 71,4% densitatea maxima a celulelor

dendritice a fost in ariile stromale.

[

CPanoracinar (r=12) p=0,001

Gl{ir=14) p=0,001

]

15,00 16,00 17,00 18,00 18,00 20,00 21,00
Gl G =17 G3 (=30} CPanonainar [r=12)
[ B Celule 5100+ tatdl 17,43272,7 19,7647,1 20,4873 17,2127,5

Fig. 4.23. Densitatea* celulelor S100+ pe grupele de adenocarcinom de prostata, unde, G1-
adenocarcinom bine diferentiat, G2—adenocarcinom moderat diferentiat, G3—adenocarcinom slab

diferentiat, CaP non-acinar—carcinom cu celule mici; p—valoare obtinuta prin test Student, *M=ES.

Repartizarea numerica a celulelor S100+ in majoritatea carcinoamelor slab diferentiate si

cu celule mici a fost uniforma, atat intraepitelial, cat si stromal. Incepand cu adenocarcinoamele
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mediu diferentiate predominanta numerica a celulelor cu imunomarcaj a fost pentru ariile
intraepiteliale. Exceptie au fost 13 cazuri: 7 adenocarcinoame moderat diferentiate, 5 cazuri
adenocarcinom slab diferentiat, un caz de carcinom cu celule mici, unde stromal a fost inregistrat
numarul maxim de celulele dendritice. Notdm ca, in 3 cazuri, din totalul specimenelor cu
adenocarcinom, densitatea maxima a celulelor S100+ din ariile stromale a corespuns cu densitatea

maxima din cele intraepiteliale.

40,00 p=s0,001
35,00
30,00
pe=0,001
0,001
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Tesut Leziuni G1 (n=14) G2 (n=17) G3 (n=30) CPa non-
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(n=12) (n=34) (n=12)
5100 Intraepitelial | 1,18 | 10,06 | 16,79 213,41 25,43 | 22,50 |
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Fig. 4.24. Aspectul comparativ al distributiei celulelor dendritice S100+ intraepiteliale si
stromale in norma, leziuni proliferative benigne si maligne, unde: G1 — adenocarcinom bine
diferentiat, G2 — adenocarcinom moderat diferentiat, G3 — adenocarcinom slab diferentiat, CaP

non-acinar — carcinom cu celule mici; p — valoare obtinuta prin test Student; * intre grupele

comparate nu au fost stabilite deosebiri veridice.

Nu a fost identificati o distributie preferentiald pentru celule dendritice S100+. In
majoritatea specimenelor celulele dendritice au fost dispuse In grupuri, mai rar fiind localizate
izolat. Grupurile de celule dendritice, frecvent, erau insotite de infiltrate cu celule
polimorfonucleare. O reactie cu pattern granular citoplasmatic si nuclear, de o intensitate moderat-
inalta, a fost observata in unele celule tumorale, in special, din adenocarcinoamele slab diferentiate
si carcinoamele cu celule mici (16,4% (n=12)) (Figura A2.16a,b). Distributia si numarul celulelor
tumorale S100+ a variat de la un caz la altul. Prezenta preferentiala a acestora a fost de-a lungul
marginii de invazie a tumorii, precum si in stroma asociata tumorii. Prezinta interes faptul ca
celulele tumorale S100+ au fost observate in lumenul vaselor sangvine, precum si la locul de

metastazare a tumorii in vas (Figura A2.16¢,d). Celulele dendritice s-au prezentat ca populatie
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celulara heterogena, determinata de intensitatea de exprimare a imunomarcajului. Astfel au fost
evidentiate doud populatii celulare: celule ce exprima intens (majoritatea celulelor), si altele ce

exprima markerul cu o intensitate scazuta (Figura 4.25).
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Fig. 4.25. Celule S100 pozitive in leziunile proliferative maligne. Aspectul heterogenic al

expresiei imunomarcajului, a)x10; b, ¢)x40; Imunoreactie pentru S100, DAB

Un alt aspect heterogen a fost legat de morfologia celulelor S100+, astfel, identificandu-se
celule de talii mica si mare (dominante). Caracterul apofizat al celulelor dendritice a fost mult mai
accentuat in adenocarcinoame (Figura 4.26). Distributia populatiilor celulare a avut caracter
mozaic. Un aspect particular observat in specimenele cu adenocarcinom de prostata a fost prezenta

celulelor dendritice unice in lumenul acinilor sau ductelor.
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Fig.4.26. Celule dendritice S100 pozitive in leziunile maligne: prezenta a doui populatii

celulare, caracterul intens apofizat al celulelor, x40; Imunoreactie pentru S100, DAB

La compararea densitatii celulelor dendritice din ariile intraepiteliale cu cele din ariile

stromale nu a fost obtinuta corelatie. Pentru evaluarea impactului prognostic al celulelor dendritice
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in adenocarcinoame s-a considerat oportuna realizarea corelatiei dintre numarul total de celule
S100+ din ariile studiate si scorul Gleason, astfel au fost obtinute corelatii statistic semnificative
atat intraepitelial (rp=0,25, p=0,036), cat si stromal (rp=-0,24, p=0,042). Pentru evidentierea
interrelatiilor dintre celulele din stroma adenocarcinoamelor au fost corelate densitatile celulelor
dendritice cu a mastocitelor si macrofagelor. Astfel au fost obtinute urmatoarele corelatii:

celule dendritice S100+ intraepiteliale  macrofage CD68+ intratm r,=0,28, p=0,018

celule dendritice S100+ stromale mastocite CHY+ intratm rs=0,34, p=0,003

celule dendritice S100+ stromale mastocite CD117+ intratm  rs=0,25, p=0,034

celule dendritice S100+ stromale mastocite CHY+ peritm r,=0,23, p=0,047

Nota: rp—coeficientul de corelatie Pearson, fs—coeficientul de corelatie Spearman, p — pragul de semnificatie
statisticd.

4.6. Expresia receptorilor androgeni (AR) in leziunile proliferative benigne si maligne

Produsul final al reactiei a constat in colorarea nucleelor celulelor in brun. A fost evaluata
expresia diferentiatd a AR in nucleele celulelor epiteliale si stromale in leziunile proliferative
benigne si maligne.

Distributia celulelor AR pozitive in stroma prostatei normale. Expresia markerului de catre

celulele epiteliale a avut un caracter heterogen, fiind restrictionata doar la nivelul celulelor
luminale. Astfel ca, celulele luminale au fost identificate ca celule AR pozitive, respectiv celulele
bazale — AR negative. Pattern-ul de expresie a fost strict nuclear, intensitatea de expresie a fost
scazuta. In stroma, numirul elementelor celulare care au exprimat anti-AR a fost mare (84,6%).
Celulele stromale AR+ au fost localizate relativ omogen atat in stroma perilobulara, cat si in stroma
intralobulara. Reactia a fost nucleara cu caracter difuz. Intensitatea de expresie a fost moderata.
Mentionam c4, la nivelul uroteliului pattern-ul de expresie al markerului anti-AR, pentru celulele
stratului intermediar, a fost unul mixt: nuclear si citoplasmatic.

Distributia celulelor AR pozitive in leziunile proliferative benigne. Expresia AR a fost

observata in toate specimenele cu hiperplazie benigna. Epitelial, expresia AR a fost evidentiata in
principal in celulele luminale, la fel ca si in specimenele cu tesut normal. O particularitate aparte
a fost expresia AR de catre celulele bazale. Intensitatea de expresie in cele doua tipuri celulare a
fost diferita, astfel ca in celulele luminale exprimarea a fost intensa pe cand in cele bazale a fost
moderata, iar alteori scizuti. In hiperplaziile nodulare cu acini chistici s-a observat sciderea
intensitatii in expresia AR de catre celulele luminale, iar celulele bazale au prezentat heterogenitate
in expresia AR. Heterogenitate Tn expresia AR a fost observata la nivelul celulelor stromale in
toate specimenele cu leziuni hiperplazice benigne. Majoritatea celulelor stromale au prezentat
expresie nucleara pentru AR, in timp ce altele au fost AR negative. Totusi numarul celulelor AR+

comparativ cu tesutul normal a fost in scadere. O heterogenitate usoara a fost observata si pentru
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intensitatea colorarii celulelor AR pozitive, date expuse in tabelul 4.16. Distributia celulelor AR+
in stromd a prezentat anumite particularitati, astfel, in stroma subepiteliald, comparativ cu
tesuturile normale, s-a observat scaderea numerica a celulelor AR+, aspect care, nu avea un

caracter comun pentru toti acinii, iar uneori avea aspect focal pentru acelasi acin hiperplazic.
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Fig. 4.27. Expresia variabila a receptorilor androgeni in celulele luminale si bazale ale

acinului glandular hiperplazic, a) x10; b)x40; Imunoreactie pentru anti-AR, DAB

Analizand detaliat sectiunile, s-a incercat sa se identifice tipurile celulare care exprima AR
in stroma. Astfel ca, celulele fibroblast-like, localizate in jurul acinilor, dar si in alte zone ale
stromei au fost preponderent AR-. In schimb, celulele musculare netede au fost AR+ (Figura
4.28a). Aspect care a fost verificat analizand comparativ sectiunile in coloratie tricrom Masson si
coloratia imunohistochimica pentru a-SMA (Figura 4.28b,c). In acelasi timp, remarcam ca, in

stroma au fost observate si celule musculare netede AR-, doar ca numarul acestora era redus.

e ’p

pentru AR, x10; b) imunoreactie pentru a-SMA, x10; ¢) coloratia tricrom Masson, X20;

Imunoreactii pentru anti-AR, pentru anti- a-SMA, DAB

In stroma perinodulard au fost observate vase de dimensiuni medii si mici cu celule
endoteliale AR+ (Figura A2.18b). Astfel de vase frecvent erau localizate la hotarul dintre aria
perinodulard si cea intranodulard. Mentionam ca, expresia AR de catre celulele endoteliale purta

un caracter neomogen. Densitate crescutd de celule AR+ a fost evidentiatd in nodulii stromali
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fibro-musculari, unde nu doar miocitele erau AR+ dar si un numar mare de celule fibroblastice
(Figura A2.18a). In focarele inflamatorii, cantititi mici de celulele AR+ erau repartizate difuz
printre celulele imune (AR-), iar in ariile periferice ale procesului inflamator acestea formau un

strat mai dens, compact.

Distributia celulelor AR pozitive in leziunile proliferative maligne. Studiind specimenele
cu leziuni maligne au fost identificate trei pattern-uri ai expresiei AR de catre celulele epiteliale si
stromale: colorarea nucleard difuzd, colorarea nucleard regionald si colorarea nucleard focala.
Toate trei tipuri de pattern-uri au fost considerate drept raspuns pozitiv la imunoreactia cu anti-
AR. In carcinoamele moderat si slab diferentiate, celulele tumorale au exprimat AR nu doar
nuclear dar si citoplasmatic. Expresia AR in celulele tumorale, cat si in cele stromale a fost mult

mai heterogena decat in specimenele cu leziuni proliferative benigne.
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Fig.4.29. Aspectul heterogen al expresiei AR in adenocarcinoamele de prostata, a-b)

expresia focala a celulelor tumorale AR-, X20, x40; c-d) intensitate neomogena a colorarii

nucleelor, x10, x40, Imunoreactie pentru anti-AR, DAB

Majoritatea tumorilor au fost caracterizate prin celule epiteliale AR+. Totusi, in 21,9%
(n=16) au fost observate focare mici tumorale AR-, dintre care 8 au fost in adenocarcinoame slab
diferentiate, 5 in carcinoame cu celule mici si in 3 cazuri de adenocarcinoame moderat diferentiate.
Frecvent, focare AR- erau in ariile centrale ale tumorii, zonele cu necroza, alteori in ariile de

invazie tumorala. O altd particularitate a adenocarcinoamelor a fost prezenta celulelor tumorale
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unice AR-, dispersate in masa tumorala (Figura 4.29a,b). Remarcam ca, si intensitatea expresiei
AR atat in celulele stromale, cat si cele epiteliale a prezentat caracter heterogen (Figura 4.29c,d).
In stroma, densitatea celulelor AR+ a fost in scidere comparativ cu leziunile benigne. In
majoritatea sectiunilor expresia AR a fost absentd in nucleii celulelor stromale din jurul epiteliului
malign. Absenta expresiei sau gradul scazut de expresie AR in celulele stromei a fost mai evidenta
in carcinoamele slab diferentiate (Figura 4.30b). Diferenta intre scorurile medii ale tipurilor

histologice ale carcinomului de prostata a fost statistic semnificativa (Tabelul 4.15).

Tabelul 4.15. Compararea densititii celulelor AR+ intre grupele de carcinom de prostati

Diagnosticul histologic t p
G1/G2 4,014 0,001
G1/G3 11,737 <0,001
G1/CaP non acinar 15,427 <0,001
G2/G3 8,517 <0,001
G2/CaP non acinar 15,049 <0,001
G3/CaP non acinar 1,571 0,144*

Gl — adenocarcinom bine diferentiat, G2 — adenocarcinom moderat diferentiat, G3 — adenocarcinom slab
diferentiat, CaP — carcinom de prostatd; * intre grupele comparate nu au fost stabilite deosebiri veridice

Densitatea scazutd a celulelor AR+ in stroma carcinomului pare sa fie legata de scaderea
numarului de celule musculare netede si de cresterea volumului numeric al celulelor
fibroblastice, in special al miofibroblastelor, care sunt frecvent AR-. In aceastd ordine de idei,
notam cd nu au fost observate niveluri crescute de AR in stroma adenocarcinoamelor cu fractiune

redusa de celulele musculare netede.

Tabelul 4.16. Intensitatea expresiei AR de citre celulele stromale in leziunile proliferative

benigne si maligne de prostata

Proportia medie Scorul pentru intensitatea celulelor AR

Leziunea de celule stromale p +

AR+ 0 1 2 3
HBP (n=34) 79,1% <0,001 0 0 15 19
G1 (n=14) 38,5% <0,001 0 3 7 4
G2 (n=17) 25,7% <0,001 0 8 9 0
G3 (n=30) 7% <0,001 9 13 8 0
CaP non-acinar (n=12) 4.81% <0,001 0 10 2 0

HBP — hiperplazie benigna, G1 — adenocarcinom bine diferentiat, G2 — adenocarcinom moderat diferentiat, G3 —
adenocarcinom slab diferentiat, CaP — carcinom de prostatd, p - valoare obtinuta prin test Student
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Totodata a fost observata pierderea expresiei AR in specimenele in care densitatea
celulelor musculare netede nu a suferit modificari cantitative drastice (Figura 4.30c). Majoritatea
vaselor intratumorale de dimensiuni mici sau medii au fost tapetate de celule endoteliale AR+.
Expresia AR de citre celulele endoteliale purta caracter omogen si intensitate inaltd. A fost
obtinuta corelatie totala (rp=-0,86, p=0,001) la compararea scorului total al expresiei AR si scorul
Gleason. La compararea densitatii generale ale celulelor stomale AR+ cu densitatea totald a
mastocitelor MCT+ s-a obtinut o corelatie statistic semnificativa (r,=0,33, p=0,004). La
defalcarea corelatiei pe zone intratumorale si peritumorale a fost obtinuta o corelatie statistic
semnificativa doar cu densitatea mastocitelor MCT+ din ariile peritumorale (rs=0,32, p=0,005).
Corelatie statistic semnificativa a fost obtinutd si pentru macrofagele CD68+ din ariile

peritumorale (r,=-0,41, p=0,001).
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Fig. 4.30. Aspecte particulare ale expresiei AR in stroma adenocarcinoamelor bine
diferentiate (a) si slab diferentiate (b) x20; c¢) stroma cu miocite AR-, x20, d) vas

intratumoral cu celule endoteliale AR+, x40, Imunoreactie pentru anti-AR, DAB

4.7. Sinteza la capitolul 4

Numarul celulelor a-SMA+ in stroma leziunilor proliferative benigne variaza — mai mare
in ariile perinodulare, dar si cu varietate de la caz la caz in ariile intranodulare. Numarul cel mai
mare de celule a-SMA+ a fost in adenocarcinoamele bine si moderat diferentiate, atat in ariile

peritumorale, cat si cele intratumorale. Distributia celulelor a-SMA+ in tumorile slab-
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diferentiate avea caracter heterogen atat intra-, cat si peritumoral. Densitatea mastocitelor in
leziunile hiperplazice benigne a fost crescuta in ariile perinodulare. Perinodular au fost
identificate 2 fenotipuri de mastocite: TRYP+CD117+CHY- si TRYP-CD117+CHY+. Ariile
intratumorale au fost caracterizate prin heterogenitate fenotipicd a mastocitelor. In leziunile
maligne expresia triptazei coreleaza statistic semnificativ cu densitatea mastocitelor
intratumorale si peritumorale. Intratumoral au fost identificate 2 fenotipuri de mastocite:
TRYP+CD117+CHY- si TRYP+CD117-CHY+. Ariile peritumorale au fost populate doar de
imunofenotipul TRYP+CD117+CHY+. in leziunile nodulare benigne au fost descrise doui
tipuri de vase sangvine. Majoritatea vaselor imature erau localizate intratumoral. Vasele cu
caracter matur erau localizate peritumoral. In hiperplazia nodulari benigni s-a obtinut corelatie
stransa intre celulele MCT+ peritumorale si vasele CD34+ peritumorale. In carcinomul de
prostata densitatea maxima a mastocitelor MCT+ a fost peritumoral, iar densitatea maxima
microvasculara a fost intratumoral. Densitatea vaselor CD34+ din ariile intratumorale si
peritumorale a corelat cu densitatea mastocitelor MCT+ din ariile peritumorale. Densitatea
vaselor CD34+ nu a corelat cu scorul Gleason, in timp ce densitatea celulelor MCT+ a realizat
o corelatie semnificativa, ceea ce dovedeste implicarea mastocitelor MCT+ in transformarea
malignd. In hiperplaziile benigne celulele CD68+ din stroma zonelor intranodulare erau
distribuite neomogen, majoritatea macrofagelor fiind localizate in stroma subepiteliala. In 32,3%
au fost observate celule CD68+ in lumenul glandelor. In leziunile proliferative maligne, celulele
CD68+ au fost prezente atat in stroma peritumorald, cat si in cea intratumorala. La compararea
densitdtii macrofagelor peritumorale cu cele intratumorale a fost obtinuta o corelatie partiala.
In leziunile hiperplazice benigne a prevalat densitatea celulelor S100+ din ariile stromale.
Aceasta diferenta poate fi consideratd una esentiald si semnificativa, in special, in legatura cu
prognosticul favorabil al leziunii. Fapt confirmat si prin obtinerea unei corelatii statistic
semnificative intre densitatile celulelor dendritice intraepiteliale si celulelor dendritice sromale.
Cel mai inalt grad de infiltrare cu celule dendritice S100+ intraepiteliale a fost asociat cu
adenocarcinoamele slab diferentiate. Densitatea celulelor dendritice intraepiteliale a avut o
crestere liniara, astfel identificandu-se asocierea semnificativd intre densitatea celulelor
dendritice si gradul de diferentiere al tumorii. A fost observata o scadere statistic semnificativa
a expresiei AR stromal in specimenele de carcinom de prostatd comparativ cu prostata
hiperplazica benigna. Scaderea nivelurilor de AR din stroma tumorala a fost direct proportionala
cu scorul Gleason. In adenocarcinoamele de prostati au fost identificate trei pattern-uri ai

expresiei AR de celulele epiteliale si stromale.
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5. ANALIZA COMPARATIVA A COMPONENTELOR STROMALE ALE
PROSTATEI SI ROLUL ACESTORA iN TUMOROGENEZA

Cercetarea cancerului, de-a lungul anilor, a fost centratd, in mare parte, pe studiul celulelor
tumorale, insa 1n timp, au fost identificate si raportate multe date despre implicarea in procesul de
cancerogeneza, a unui alt actor important. Acesta este de naturd non-epiteliala si, la modul general,
este denumit stroma reactiva. Importanta majora a stromei in biologia tumorii nu este o surpriza
pentru cercetdtorii care studiaza carcinomul de prostatd, deoarece, dezvoltarea si homeostazia
prostatei normale sunt determinate, in mare masurd de interactiunea epiteliului si stromei.
Procesele care stau la baza aparitiei stromei reactive sau stromei cu un echilibru homeostatic
alterat pot determina in timp aparitia malignitatii. Practic, stroma si celulele tumorale prin
intermediul factorilor de crestere, citokinelor si chemokinelor, factorilor angiogenici si
proteazelor, influenteaza matricea extracelulara adiacenta, care la randul sau poate duce direct sau
indirect la proliferarea si expansiunea celulelor neoplazice. Interactiunea epitelio-stromala este
controlatd de androgeni si estrogeni. Astfel, in prostata adultd, celulele AR pozitive din stroma,
prin intermediul “andromedinelor” influenteaza proliferarea, diferentierea si apoptoza celulelor
epiteliale. Factorii de crestere, ca, FGF, IGF, EGF, Wnt si HGF aparent functioneaza ca si
andromedinele [152]. Receptorii estrogenici o a celulelor stromale mediaza secretia factorilor cu
efect stimulator asupra celulelor epiteliale [150].

Stroma prostatei reprezintd un compartiment foarte dinamic, care in timp sufera diverse
modificari legate de varstd. Astfel, creste populatia celulelor imune, iar miocitele si fibroblastele
stromale devin senescente. Fibroblastele imbatranite sunt mai putin sensibile si dependente de
androgeni, de asemenea, sunt date care descriu aceste celule ca deosebit de eficiente in stimularea
celulelor cancerului de prostata in vitro [143]. Numarul miofibroblastelor creste odata cu varsta.
Astfel, stroma prostatei persoanclor in varstd prezintd un profil de expresie genica diferit
comparativ cu stroma indivizilor tineri [251]. In plus fatd de diferentele hormonale, genetice si de
varsta, caracterul heterogen al stromei este dependent si de aria morfologica a prostatei. Toti acesti
factori 1i acordd stromei un rol important in patogenia diverselor patologii proliferative ale
prostatei [66].

Functia celulelor epiteliale, in mare parte, este influentata de stroma prin secretia factorilor
de crestere, care actioneaza autocrin sau paracrin. De asemenea, celulele stromale sunt cele care
participa activ la formarea micromediului corespunzator, alcatuit din colagen, fibre elastice,
proteoglicani [202]. Micromediul tumoral al prostatei este foarte complex, incluzand diverse tipuri

de celule, precum miocitele netede, fibroblastele, miofibroblastele, celulele imune si celulele
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endoteliale [66]. Prin urmare, celulele stromale joaca un rol important in tumorigeneza, actionand
prin diverse mecanisme. Diversitatea de celule stromale face dificila studierea contributiei fiecarei
componente in mecanismul patogenetic complex al leziunilor hiperplazice benigne si maligne de
prostatd. Rezultatele studiului dat au evidentiat variatii in proportia celulelor stromale in functie
de leziune.

Un alt obiectiv important fixat de catre noi, a fost stabilirea pattern-ului de distributie a
fibrelor mature de colagen si celor reticulare in HBP si CaP comparativ cu tesuturile normale.
Colagenul este o proteind fibrilara care formeaza scheletul tridimensional al MEC si care este
important Tn metabolismul celular, precum si in procesele de semnalizare celulard. Fibrele
reprezintd un element important In modificarile stromale care influenteazd progresia tumorii,
supravietuirea celulard, apoptoza, invazia celulara [205]. In cadrul lucririi date am stabilit ca
stroma in tesuturile normale ale prostatei, precum si in leziunile hiperplazice benigne continea
fibre de colagen de grosimi variabile, cu caracter ondulat, dispuse in directii diferite, astfel,
realizand retele tridimensionale. Birefringenta si dicroismul fibrelor de colagen a demonstrat
integritatea lor fibrilara. Totusi, in functie de zonele studiate, stroma specimenelor cu HBP a
prezentat variabilitate in distributia fibrelor (identificand-se doua pattern-uri distincte), precum si
in densitate, astfel ca, aria intratumorala a prezentat cea mai crescuta densitate de fibre de colagen.

Variatia crescuta a distributiei fibrelor de colagen, si, in special a proprietatilor anizotropice
am observat in stroma carcinoamelor de prostata. Este vorba de variatii nu doar de la un caz la
altul, sau de la un grad de diferentiere la altul, dar si variatii bine observate in cadrul aceluiasi
specimen. Astfel, Tn unele arii tumorale celulele epiteliale transformate au fost delimitate de o retea
bine definitd de fibre de colagen, in timp ce in alte zone fibrele de colagen erau dezorganizate si
nu stabileau o limita intre structurile epiteliale si stromd. Fibrele de colagen din stroma
adenocarcinoamelor prezentau modificari in distributia si compactizarea fibrilara. Inca in 1981,
Muntzing [146] a relatat despre asocierea intre cresterea in volum a prostatei si continutul de
colagen, sugerand ipoteza ca, colagenul ar avea un rol de limitare a cresterilor hiperplazice in
prostatd. Ceva mai tarziu, Izumiya si Nakada, in 1997 [103] studiind efectul b-
aminoproprionitrilului, un inhibitor al lizil-oxidazei, a obtinut o reducere a cantitatii de colagen in
prostata, iar in consecinta cresterea in dimensiuni a prostatei. Totodata, fibrele de colagen pot
influienta procesele celulare fundamentale (apoptoza, supravietuirea celulard, invazia celulara. In
conditii de homeostazie tisulara, fibrilele de colagen prezinta un turnover metabolic lent, dar, in
conditii de remodelare tisulara, acest proces este crescut.

Am constatat cd, in adenocarcinoamele moderat si slab diferentiate celulele tumorale se

sprijineau pe o carcasa de fascicule subtiri de fibre de colagen si cu un aspect intens destramat,
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aspect observat atat pentru fibrele de colagen tip I (in lumina polarizanta), cat si pentru fibrele
reticulare. Fibrele de colagen din stroma prostatica a adenocarcinoamelor prezentau modificari in
aranjamentul si compactizarea fibrilara. Scindarea colagenului de tip I din stroma tumorala,
descrisa in multiple lucrari, reprezinta un proces important pentru proliferarea tumorala, deoarece
proteoliza duce la formarea de peptide de colagen I, care faciliteaza proliferarea si angiogeneza
[148, 172]. Peptidele de colagen, numite matricriptine, largesc diversitatea functionald a
colagenelor, demonstrand actiuni biologice diferite de molecula parentala [173]. Mai mult, a fost
demonstrat rolul inductor al peptidelor de colagen I in tranzitia epitelio-mesenchimald din diferite
tipuri de cancere de natura epiteliala. De asemenea, peptidele de colagen I stimuleaza invazia
celulelor tumorale prin reducerea aderentelor celulare mediate de E-caderina [187]. Se pare ca,
celulele tumorale in procesul de invazie interactioneaza cu fibrele de colagen I, prin urmare
folosind fibrele reorientate drept "sine de trenuri" pentru a-si ghida migratia de la tumora primara.
De asemenea, a fost demonstrat ca scindarea fibrelor de colagen de tip I este un proces necesar
pentru neoangiogeneza tumorald [188]. in studiu dat, in hiperplazia benigni de prostata,
integritatea moleculara a colagenului nu a fost modificatd, acestea prezentand birefringenta
similard cu cele din tesuturile prostatice in normi. In adenocarcinoamele cu grad fnalt de
dediferentiere, fibrele de colagen au fost subtiri si disociate, iar in zonele de invaze tumorald au
fost detectate fibre de colagen birefringente. Consideram ca, prezenta placilor cu aspect hialinizat
in ariile de invazie tumorald sau zonele cu un grad crescut de proliferare celulara reprezinta
stigmate ale degradarii matricei sau a procesului de remodelare.

La fel ca si reteaua de colagen tip I, fibrele reticulare sufera modificari odatd cu progresia
leziuni de la benign la malign. Astfel, am constatat ca, in adenocarcinoamele cu scor Gleason inalt,
fibrele reticulare localizate periacinar prezentau un grad inalt de degradare si fragmentare in fibrile,
ceea ce conferea stromei un contur sters. Fibrilele din masa tumorald aveau un traiect perpendicular
pe membrana bazala, marginandu-se partial cu celulele tumorale. Degradarea fibrelor reticulare a
fost observata intratumoral. Densitatea fibrelor reticulare odata cu progresia adenocarcinomului a
scazut comparativ cu densitatea fibrelor de colagen I [67]. Totusi in literatura de specialitate sunt
studii care raporteaza nu doar despre scaderea cantitatii de fibre reticulare, dar si a fibrelor de
colagen | [56]. Astfel, evaluarea modificarilor componentelor fibrilare ale stromei din cancerul de
prostata poate servi la stabilirea gradului anaplaziei si agresivitatii tumorale.

Studiind leziunile hiperplazice nodulare benigne am stabilit ca stroma a fost dominata deja
de doua tipuri de celule stromale: celulele musculare netede (numarul carora scadea comparativ
cu tesuturile normale) si miofibroblastele. Dominarea numerica a celulelor musculare netede si

vecindtatea apropiatd a acestora cu fibrele de colagen, atat in norma, cat si in HBP, sugereaza
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implicarea activa a acestor celule in procesul de organizare si reorganizare a matricei extracelulare,
de-a lungul proceselor fiziologice si patologice. Stroma tumorald a fost caracterizatda prin
reducerea expresiei markerului celulei musculare netede — a-SMA, iar componenta celulara
principald a fost reprezentata de miofibroblaste. Aceste miofibroblaste activate, deseori numite
fibroblaste cancer asociate (CAF) joaca un rol central in progresia carcinomului de prostata si
metastazarea acestuia [107].

In conditii de norma, in prostatd, principala interactiune stromala a epiteliului glandular
este realizata cu celulele musculare netede, care sunt organizate in 4-5 straturi in jurul componentei
glandulare. Celulele musculare netede, sub influenta androgenilor, mentin diferentierea si rata
proliferativd a celulelor epiteliale, in acelasi timp celulele epiteliale participd in mentinerea
diferentierii muschiului neted. Interactiunile intre stroma si epiteliu sunt mediate de factori de
crestere sintezati de celulele stromale. Odata cu cresterea gradului de dediferentiere a tumorii,
celulele musculare netede devin mici, cu continut citoplasmatic redus considerabil si treptat pierd
vecinitatea cu celulele epiteliale [21]. In acelasi timp se stabilesc interactiuni reciproce intre
celulele canceroase si miofibroblaste. Aceste contacte realizate fie direct sau prin semnale
paracrine, sunt esentiale pentru cresterea capacitatii invazive a tumorii si clinic se traduce intr-un
prognostic nefavorabil. Progresia tumorii este profund sustinuta de modificarile epigenetice induse
de stroma tumorii [21].

Un aspect interesant observat de noi prin metoda de impregnare argentica Gordon-Sweet a
fost prezenta unor zone optic dense, in special, in ariile intratumorale, atat in specimenele cu HBP,
cat si CaP. Microscopic, aceste zone s-au caracterizat printr-o densitate sporita de fibre reticulare
in jurul celulelor tumorale. Fibrele erau scurte, ondulate, intens ramificate, cu un caracter
dezorganizat, caracteristici care vorbesc despre gradul de maturitate a fibrelor. Prezenta
conglomeratelor de celule active in stromd, indirect, demonstreaza reactivitatea stromei la
proliferarea epiteliala exprimat printr-un proces intens, anormal de sinteza. Zonele cu fibroblaste
reactive de cele mai multe ori au fost localizate in apropierea ariilor de stroma edematiata.
Probabil, aceste schimbari sunt rezultatul aparitiei unei noi populatii de celule stromale sau a unui
proces de transformare a miocitelor netede la agresiunea hiperplazica a epiteliului. Cresterea
numadrului de celule fibroblastice odatd cu progresia adenocarcinomului de prostatd a fost
identificat si prin colorarea tricrom Masson, precum si prin metoda imunohistochimica utilizand
anticorpi pentru actind muschi neted. Multiple studii sugereaza ca, pierderea celulelor musculare
netede, cuantificate imunohistochimic prin intensitatea schimbarilor stromale si aparitia
fibroblastelor in numar crescut indicd o evolutie fulminantd a carcinomului si un pronostic

nefavorabil pentru pacient [12, 213]. Un fenomenul interesant identificat, care ar putea fi legat de
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fibroblaste sau miofibroblaste si produsele lor de secretie, observat in colorarea tricrom Masson,
a fost aparitia unor halouri periacinare (spatii de retractare din jurul celulelor tumorale). in
literatura de specialitate exista date similare despre haloul periacinar, iar unii autori sugereaza ca
acest artefact optic poate servi drept criteriu suplimentar in diagnosticarea carcinomului, in special
atunci cand este puternic exprimat [56]. Parerile cercetatorilor sunt Impartite, astfel ca, unii autori
sustin ca acest fenomen este doar un artefact, in timp ce alti autori sugereaza ca, haloul periacinar
este un indicator al modificarilor stromale aparute in adenocarcinomul prostatic. Mai mult decat
atat, haloul periacinar a fost propus ca un criteriu suplimentar si util de diagnostic in carcinomul
mamar si urotelial [98, 131]. Datele recente sugereaza existenta corelatiei intre acest fenomen si
caracteristicile clinico-patologice diferite ale tumorilor, astfel ca, prezenta si amploarea haloului
de retractie poate fi asociat cu un prognostic nefavorabil la pacienti cu carcinom de prostata [213].
Semnificatie prognostica similard a fost raportatd si pentru carcinomul mamar [6]. In prostata,
pattern-ul de expresie genicd a CAF este asemanator cu cel din stroma glandei in dezvoltarea ei
normala, unde ele regleaza morfogeneza glandulara [158]. Subpopulatiile CAF, izolate din stroma
pacientilor cu carcinom de prostata, au caracteristici biochimice specifice, urmare interactiunilor
cu populatia heterogena de celule tumorale. A fost demostrat ca, unele tipuri de CAF sunt mai
tumorigene decat altele [16, 101].

CAF actioneaza asupra celulelor tumorale, precum si a altor componente stromale prin
secretia factorilor de crestere, componentelor matricei extracelulare si proteazelor. In multiple
studii a fost evidentiatd o gama larga de substante secretate de CAF-urile din stroma prostatei, de
exemplu, TGFB, SDF-1, CXCL14, HIF1a, GFRa, ERa, Hes1, VEGF-D, IGF-1, tenascin-C (TNC),
colagenul 1, EGF, FGF2, FGF7, HGF si aSMA [101, 158]. Exista opinii ca, CAF promoveaza
tranzitia epitelio-mezenchimica in celulele tumorale, astfel sporind agresivitatea si proliferarea lor
[16, 76, 158].

Miofibroblastele formeaza bariere dinamice in calea celulelor imune si inflamatorii, in
acest fel, ele blocheaza contactul direct intre sistemul imun al gazdei si celulele tumorale. Astfel,
tumorile a caror retea miofibroblasticd este slab dezvoltatd, sunt infiltrate de celule imune si
respectiv, tumorile cu reteaua miofibroblastica dezvoltatd nu au celule imune si inflamatorii in
interiorul tumorilor ori prezinta un grad foarte redus de infiltrat inflamator [16].

In prezent, este din ce in ce mai clar ca, heterogenitatea stromei reactive, precum si
interactiunile Intre diferite tipuri de celule ale stromei dau nastere unui micromediu cu un potential
inalt tumorogenetic. Studiul nostru confirma faptul ca stroma reactiva, care apare de-a lungul
progresiei carcinomului de prostatd este diferitd de stroma normald, iar notiunea de stroma

reactiva, in cazul prostatei poate fi utilizata incd din stadiul hiperplaziei proliferative benigne.
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Diferenta dintre cele doud notiuni ar fi in gradul alterarilor cantitative si calitative de la nivelul
stromei. De asemenea, consideram ca metoda de colorare tricrom Masson poate fi un instrument
ieftin si rapid de diagnostic suplimentar in cazurile discutabile de adenocarcinom.

Stroma reactiva reprezintd un amestec nu doar de fibroblaste/miofibroblaste, dar si alte
celule, precum, celulele endoteliale, mastocitele, macrofagele si celule imune. Desi toate aceste
celule 1si au aportul sdu in procesul de tumorogeneza, mastocitul reprezinta o celula controversata
cu multiple actiuni asupra micromediului tumoral. Numeroasele studii demonstreaza existenta
legdturii Intre mastocite si procesul tumoral, realizata prin actiunea lor citotoxicd asupra celulelor
tumorale, sau prin secretia de produsi cu efect pro-tumoral, care moduleaza biologia celulei
tumorale, precum supravietuirea si proliferarea celulelor. Nu este cunoscut cu certitudine rolul
exact al mastocitelor in procesul de metastazare al celulelor tumorale. Totusi, in diverse cancere,
a fost observata corelatie intre densitatea mastocitelor si rata de supravietuire. Diversitatea de date
poate fi explicatd si prin faptul cd, mastocitele prezintd aspecte morfologice, histochimice si
functionale diferite, atat de la o specie la alta, cat si in cadrul aceleasi specii [68, 72]. Si la om, la
fel ca la soareci si sobolani, au fost descrise mai multe subpopulatii de mastocite, in functie de
proteazele neutre pe care le contin in granulele secretorii. Unele mastocite umane contin nivele
masurabile de triptaza, chimaza, proteaza catepsin-like si carboxipeptidaza. Aceste celule au fost
numite MCrc datorita continutului lor in triptaza si chimaza. Mastocitele care contin numai triptaza
au fost numite MCr. Recent, in epiteliul cailor respiratorii la pacientii cu astm bronsic si cu
esofagitd eozinofila, a fost descris un al treilea fenotip al mastocitelor care exprima triptaza si
carboxipeptidaza A3, dar nu si chimaza [5, 52]. Existd lucrdri care descriu fenomenul de
plasticitatea a mastocitelor in tesuturi, aratand ca subpopulatiile de mastocite se pot modifica in
micromediul tumoral. De asemenea este sugerat faptul ca, modificarea subtipurilor de mastocite
are loc la diferite stadii ale progresiei tumorii. Plasticitatea mastocitelor este dependentd de
cantitatea si tipurile de receptori ai plasmalemei. Astfel, diversitatea de integrine de pe suprafata
mastocitului realizeaza si mediaza relatia lor nu doar cu celule vecine, dar i cu componentele
matricei extracelulare. Recent, pe suprafata mastocitului a fost identificatd proteina receptor
numita SCF-R (receptor al factorului de crestere pentru celula stem/mastocite). Receptorul SCF-
R, cunoscut si ca proto-oncogena c-kit sau CD117, este codificatd la om de catre gena KIT.
Fiziologic, c-kitul este exprimat in celulele stem hematopoietice, mastocitele tisulare, melanocite,
celulele interstitiale Cajal si celulele epiteliului glandei mamare. Receptorul c-kit este rar sau deloc
exprimat in epiteliul scuamos normal si epiteliul endocervixului, pancreas, prostata, stomac,
intestinul subtire si gros. A fost demonstrata implicarea receptorilor c-kit in cresterea si progresia

mai multor tipuri de cancer, iar mutatiile la nivelul genei KIT au un rol central in patogeneza
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tumorilor stromale gastro-intestinale [94]. Semnalele mediate prin receptorul c-kit joaca un rol in
supravietuirea, proliferarea si diferentierea celulelor. In plus, in mastocite, receptorul c-kit este
responsabil si pentru procesele de adeziune a fibronectinei, chemotaxism si degranulare.

Existda numeroase controverse legate de implicarea mastocitelor in patologia de prostata.
Datele din literatura sunt variate, unele aratand cresterea numarului de mastocite in adenocarcinom
de prostata, iar altele sustin ca numarul acestor celule nu se modifica sau este scazut. Amalgamul
controversat al datelor legate de importanta mastocitelor in procesele de transformare benigna sau
maligna de prostata deriva din faptul ca fenotipul mastocitelor este incomplet studiat nu numai in
leziunile benigne sau maligne, dar si In stroma normala.

In studiu curent am demonstrat existenta unui numar semnificativ de mastocite in stroma
prostatei normale. Mastocitele au fost prezente atat in stroma interglandulara, cat si periglandulara.
Utilizarea unei palete complete de markeri mastocitari a permis evidentierea imunofenotipului
acestor celule. In ambele arii studiate au predominat mastocitele triptaza pozitive si CD117
pozitive. Neasteptat a fost determinarea a doud imunofenotipuri diferite in functie de ariile stromei.
Astfel, in stroma ariilor interglandulare au fost evidentiate mastocitele TRYP+CHY+CD117-, iar
mastocitele din ariile periglandulare au fost TRYP+CHY-CD117+. Diversitatea de fenotipuri in
tesuturile normale de prostatd confirmad implicarea activda a mastocitelor in mentinerea
homeostaziei locale. Din cele relatate este evident faptul ca, maturarea mastocitelor, fenotipul si
functia lor este consecintd directd a micromediului local. Micromediu care, prin eliberarea unei
game largi de mediatori biologici activi, are influenta marcatd asupra capacitatii de recunoastere
si de raspuns specific al mastocitelor la diferiti stimuli [59].

Conform datelor noastre, densitatea totala a mastocitelor creste in hiperplazia benigna de
prostata. Practic a fost inregistratd dublarea numarului de mastocite comparativ cu tesuturile
normale si adenocarcinomul de prostata pentru toti markeri inclusi in studiu. In schimb, distributia
mastocitelor in functie de ariile studiate a fost neomogena pentru cei trei markeri. Astfel ca,
mastocitele chimaza pozitive si CD117 pozitive au inregistrat densitatii crescute doar in ariile
peritumorale, in timp ce mastocitele triptaza pozitive au fost numeroase predominant in ariile
intratumorale.

Interesant este faptul ca mai multe lucrari relateaza despre numarul crescut al mastocitelor
in stroma fibromusculard comparativ cu zona glandulara in HBP. Desi aceastd observatie a fost
raportatd anterior, autorii nu au reusit sa ajunga la nici o concluzie fermd cu privire la acest
fenomen [7, 15]. Dupa parerea lui Abe si colab. [4], Aydin si colab. [14] densitatea fibrilara
crescutd predominant in ariile stromale poate fi atribuita potentialului fibrinogenic al triptazei

secretate de mastocite. Astfel triptazei i-a fost atribuit rolul central in dezvoltarea HBP. Contrar
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acestor opinii datele studiului nostru sugereaza implicarea activa a chimazei si CD117 in geneza
HBP. Astfel, in ariile peritumorale am identificat 2 fenotipuri mastocitare: TRYP+CD117+CHY -
(identificat si in prostata in norma) si TRYP-CD117+CHY+ (fenotip nou). Ariile intratumorale au
fost caracterizate prin heterogenitate fenotipica. Consideram ca, heterogenitatea fenotipica sta la
baza gamei variate de raspunsuri generate de mastocite in diferite conditii patologice. Obtinerea
corelatiei intre CD117 si chimaza, precum si CD117 si triptaza, a demostrat rolul central al CD117
in patogeneza HBP. Ammendola M. si colab., in 2013, au relatat despre existenta unei
interconectdri puternice Intre proteazele mastocitului si CD117, demonstrand ca eliberarea
triptazei si chimazei este conditionata de activarea CD117 [8].

Chimaza este o proteaza mastocitard cu functii enzimatice variate. Astfel, chimaza este o
proteaza cu actiune pro-angiogenica, care converteste angiotensina I n angiotensina II, prin
activarea VEGF si a metaloproteazelor matricii stromale (MMP). De asemenea, a fost dovedita
implicarea chimazei in procesele de remodelare a matricei extracelulare fie direct prin scindarea
fibronectinei si a colagenelor ne-helicoidale, cat si indirect, prin activarea MMP [28]. Chimaza
poate fi implicata activ in procesele de fibroza prin convertirea precursoarelor FGF-f la forma sa
activa in culturile de fibroblaste. Astfel, mastocitele chimaza pozitive induc proliferarea
fibroblastelor si potenteaza producerea de colagen, contribuind in mod direct la procesul fibrotic.
De asemenea a fost demonstrat ca, chimaza umana intervine direct in scindarea pro-colagenul de
tip I si genereazd noi propeptide [112]. Implicarea chimazei in procesarea pro-colagenului,
formarii fibrilelor de colagen si degradarii C-propeptidei este importantd pentru intelegerea rolului
mastocitelor in metabolismul tesutului conjunctiv si in tulburdrile fibrotice.

In stroma prostatei in norma, proteina c-kit a fost detectata exclusiv in mastocite. In toate
specimenele cu hiperplazie nodulara de prostata au fost detectate in cantitati scdzute urme de c-
kit, dar nu si proteina c-kit in celulele bazale ale epiteliului glandular. C-kit in celule epiteliale
avea un pattern heterogen de distributie. Expresia c-kit in leziunile hiperplazice benigne sugereaza
existenta unui mecanism autocrin de semnalizare pentru celulele tumorale. Date recente relateaza
despre alterarea paternului pentru c-kit si expresiei KL-ligandului asociat hiperplaziei benigne si
adenocarcinomului de prostata. Se pare ca KL induce proliferarea si maturarea mastocitelor, cu
eliberearea ulterioara de proteaze [191].

Aceasta ar putea explica localizarea mastocitelor in tumori in grupuri sau cordoane,
fenomen ce nu a fost observat in prostata normala. Expresia c-kit de catre celulele tumorale,
sugereaza ca existd o competitie pentru KL intre celulele tumorale si mastocite. Se presupune, ca
mastocitele ar putea exercita un rol imprevizibil In controlul homeostaziei tisulare a prostatei,

intrand in competitie cu celulele prostatice stem [166].
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Rezultatele obtinute de studiu nostru, in specimenele de adenocarcinom de prostata, au fost
diferite comparativ cu cele din tesuturile normale si leziunile benigne. Analiza variatiei densitatii
pentru fiecare marker in functie de aria tumorala, a evidentiat scaderea preponderenta a numarului
mastocitelor din ariile peritumorale. Exceptie, densitatea mastocitelor CD117, in ariile
peritumorale, a avut un caracter usor crescut in functie de scorul Gleason. In baza datelor obtinute,
sustinem cd, scaderea densitatii mastocitelor, in special in ariile peritumorale, determina un
pronostic nefavorabil in adenocarcinomul de prostata.

Gupta este primul care a raportat in 1970 despre prezenta si importanta mastocitelor in jurul
carcinoamelor de prostata. Autorii au observat ca numarul de mastocite fie a fost redus sau total
absent atat in zonele tumorale ale prostatei, precum si in cele stromale comparativ cu hiperplazia
nodulard benigna sau tesutul normal [80]. Am identificat si lucrdri in care se subliniaza rolul
infiltratelor mastocitare in jurul tumorilor induse experimental, precum si despre importanta
prognostica a acestora [27, 58, 110, 171, 203]. in general, a fost recunoscut rolul anti-tumoral al
distributiei periferice a mastocitelor in tumorile induse experimental. In aceste tumori, mastocitele
si substantele lor eliberate la degranulare (histamind, serotonind si heparind) sunt implicate in
procesele de inhibare a tumorii. De asemenea, unele date sugereazd ca, nivelul histaminei
coreleazd invers cu densitatea mastocitelor, ceea ce se traduce prin scaderea incidentei
metastazelor, precum si scaderea aparitiei tumorilor.

Henderson si colab. (1981) au demonstrat ca, mastocitele izolate pot inactiva selectiv
celulele tumorale in vitro [88]. Insa, datele despre importanta mastocitelor in carcinomul de
prostatd raman si pana la momentul dat foarte controversate. Conform unor autori, densitatea
crescutd a mastocitelor coreleaza cu prognosticul nefavorabil, ceea ce sugereaza implicarea lor
activa in promovarea progresiei tumorale. Recent, in cancerul de prostatd, mastocitul devine un
nou marker independent de prognostic, si este sugerat ca o terapie asociata castrarii [108]. Totusi,
existd un sir de lucrdri care raporteaza despre caracterul evolutiv favorabil si prognosticul bun al
tumorii in cazul densitatilor crescute ale mastocitelor [57, 183].

Conform observatiilor noastre, distributia mastocitelor in carcinomul de prostata a fost
neomogend. Mastocitele au fost localizate In cea mai mare parte intre celulele tumorale sau in
ariile periferice tumorale. In hiperplazia nodulara benigna mastocitele au aritat un grad de activare
mai inalt, prezentind degranulare masiva, atat peritumoral, cat si intratumoral. In studiul dat, nu
am gasit diferente semnificative pentru densitatea medie a mastocitelor intre grupele de carcinom.
Contrar, Deng si colab. [47] au observat o diferentd semnificativd in densitatea medie a
mastocitelor intre grupurile de adenocarcinom de prostata bine diferentiat si slab diferentiat.

Consideram important sa notdm cd, a existat o variabilitate considerabila a numarului de mastocite
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de la un specimen la altul, precum si in cadrul aceluiasi specimen, Comportament regasit si in
hiperplazia benigna nodulara.

Motivul pentru care apar multiple rapoarte contradictorii, dupa parerea lui Tomita M si
colab. [214], consta in rolul dual al mastocitelor. Initial, la infiltrarea tesutului tumoral cu
mastocite, acestea exprima predominant functii citotoxice urmate de suprimarea activitatii
tumorale. La scurt timp, dupa infiltrare, celulele tumorale promoveaza functiile angiogenice ale
mastocitelor, pe fundalul suprimarii functiilor citotoxice, astfel, inducand angiogeneza tumorala
[214]. Efectul mastocitelor asupra celulelor tumorale depinde de concentratia substantelor
secretate de mastocite in micromediul tumoral. Tomita M si colab. [214] au raportat despre
existenta unei corelatii pozitive intre densititile vasculara si mastocitard in cancerul pulmonar. in
baza rezultatelor obtinute, parerea noastra asupra multitudinei de date controversate referitor la
importanta infiltratului mastocitar in cancerul de prostata, tine nu doar de caracterul multifocal al
malignitatii sau rolul dual al mastocitelor, dar si de schimbarea profilului fenotipic al mastocitelor
sub influenta citokinelor si a factorilor de crestere din micromediul tumoral. Corelatia expresiei
celor trei markeri, inclusi in studiu, ne-a permis sa stabilim imunofenotipurile mastocitelor din
ariile peritumorale si intratumorale ale carcinomului de prostata. Astfel, in aria intratumorald au
fost identificate 2 fenotipuri mastocitare: TRYP+CD117+CHY- (imunofenotip observat si in aria
peritumorald din HBP) si TRYP+CD117-CHY+. Ariile peritumorale au fost caracterizate prin
prezenta unui imunofenotip unic TRYP+CDI117+CHY+. Consideram c&, stabilitatea
imunofenotipicd a mastocitelor, din ariile peritumorale, poate fi considerata un factor semnificativ
de prognostic pentru adenocarcinoamele de prostatd. Pentru identificarea tipului mastocitar
implicat in patogenia carcinomului de prostatd am efectuat corelatiile partajate pentru fiecare
expresie cu scorul Gleason. In ariile peritumorale expresiile triptazei si chimazei au corelat
semnificativ cu scorul Gleason, ceea ce demonstreaza implicarea acestor proteaze in influenta
procesului tumorigen din zonele periferice ale adenocarcinomului. Intratumoral a fost evidentiata
o corelatie slabd ca intensitate intre expresia chimazei si scorul Gleason, pe fundalul corelatiei
puternice dintre CD117 si Gleason, ceea ce sugereaza implicarea mastocitelor CD117 in initierea
si mentinerea procesului malign. Datele devin si mai convingatoare odatd cu detectarea expresiei
proteinei c-kit de catre celulele tumorale, in special, in adenocarcinoamelor slab diferentiate.
Conform acestor date, este posibil ca chiar si modificarile subtile ale nivelurilor tisulare de receptor
KL 1in carcinoamele invazive pot controla procesul de recrutare a mastocitelor si, respectiv,
influenta lor in situsurile tumorale.

In baza datelor expuse, putem confirma cu certitudine ca, mastocitele sunt celule ce

prezintd un grad inalt de plasticitate si heterogenitate fenotipica, ca urmare a interactiunii cu
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factorii micromediului din jur, iar schimbarile fenotipului pot avea loc, practic, la toate etapele
existentei mastocitelor.

Heterogenitatea mastocitelor in aspect de proteaze eliminate sau markeri de identificare
exprimati nu este un concept nou. Acest subiect a fost studiat intens in anii 80 — 90 1n afectiunile
inflamatorii si alergice, dar nu a fost aplicat si pentru tesuturile tumorale. Multiple studii au raportat
despre heterogenitatea mastocitelor in functie de localizare, particularitati functionale, structurale
si biochimice. Studiul nostru este primul raport al expresiei heterogenitatii fenotipice a
mastocitelor in leziunile proliferative benigne si maligne de prostata [71].

Exista date care relateaza ca, mastocitele pot influenta la dezvoltarea tumorii prin diverse
mecanisme, cum ar fi inducerea imunosupresiei, angiogeneza, limfangiogeneza si mitogeneza,
precum si prin degradarea matricei extracelulare prin intermediul proteinazelor. Proteinazele
serine, precum triptaza si chimaza, secretate de mastocit, pot avea o functie dubla, fiind implicate
in procesele de distrugere si remodelare tisulara. Degradarea matricei extracelulara de catre aceste
proteinaze mastocitare are loc prin actiunea directd, dar si indirect prin activarea
metaloproteinazelor colagenolitice (MMP-2, MMP-9) si a plasminogenului urokinazei [50].
Totodata, triptaza mastocitara stimuleaza inflamatia si recrutarea fibroblastelor la nivelul zonei de
fibroza tumorala si determind de asemenea o limitare a cresterii tumorii si metastazarii [8]. Toate
aceste aspecte sugereaza ca triptaza mastocitard mediaza fibroza si angiogeneza (care coreleaza cu
un raspuns pozitiv la chimioterapie), si ar putea fi responsabild de un pronostic bun.

Numeroase studii experimentale au aratat implicarea mastocitelor in cresterea tumorald,
mai ales prin implicarea lor in procesul angiogenezei tumorale. Densitatea mastocitelor triptaza
pozitive creste odata cu progresia tumorala, ele fiind localizate in contact nemilocit cu vasele nou
formate. Dupd unele date vascularizarea are o crestere liniard in raport cu cresterea displaziei in
cancerele invazive [201]. De asemenea, este cunosut faptul ca, celulele maligne preinvazive raiman
latente pana la stimularea angiogenezei, cand se declanseaza faza de crestere rapida a tumorii [90,
137]. Astfel, angiogeneza este rezultatul unui dezechilibru dintre factorii angiogenici pozitivi si
negativi produsi atat de celulele tumorale, cat si de celulele gazda [130, 137]. Mastocitele sunt
celulele gazda care produc si elibereaza factori pro-angiogenici. Este bine cunoscut faptul ca
mastocitele produc multi mediatori ai angiogenezei, inclusiv FGF-2, VEGF, TGFp si IL-8,
heparina, histamina [29].

Multiple studii imunohistochimice au raportat despre existenta corelatiei pozitive intre
numarul de mastocite si densitatea microvasculara [171]. L. Saptefrati, (2010), a sugerat ca
mastocitele triptaza pozitive sunt cele care pot regla neoangiogeneza in cancerul de col uterin

[199]. In prezent, una din functiile principale ale mastocitului, recunoscuti pe larg, este capacitatea
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de a induce formarea de vase noi, care a fost demonstrata atat prin studii in vitro, cat si in vivo.
Este bine cunoscut faptul ca mastocitele se localizeaza, de obicei, in imediata vecinatate a vaselor
si frecvent se acumuleaza in locurile cu vase nou formate [199], cum are fi cele de formare a
celulelor tumorale, de vindecare a ranilor, procesele care sunt insotite de neoangiogeneza. Reiesind
din importanta mastocitelor triptazd pozitive In procesul de neovasculogeneza, am studiat relatia
acestora cu vasele de neoformatie in tesuturile de prostata, in norma si patologie, prin aplicarea
dublei imunocolorari CD34 (marker endotelial)-triptaza (marker pentru mastocite). Astfel, in toate
specimenele incluse in studiu, am reusit sd observam relatia strinsd intre densitatea vaselor
peritumorale si intratumorale si mastocitele triptaza pozitive.

Analiza mastocitelor MCT+ a aratat ca, ele au fost prezente in toate specimenele studiate,
de diferite dimensiuni, forme, grade de degranulare si aspecte ale mastocitoclaziei. Distributia
prioritard a mastocitelor a fost, In principal, in jurul vaselor, izolate sau asociate cu procesele
inflamatorii si au fost mai numeroase in ariile peritumorale.

Densitatea microvasculara, conform unor date, nu neaparat coreleazd cu dependenta
angiogenica a tumorii. De La Taille A. si colab., [43] au demonstrat ca densitatea vasculara totala
in adenocarcinomul de prostata este identicd cu cea din tesuturile normale. Aceste rezultate se
bazeaza pe evaluarea numarului total de vase tumorale, In timp ce studiile anterioare care au
evidentiat cresterea densitatii microvasculare au fost efectuate utilizdnd metoda "hot-spot”
standard [43]. In studiul nostru, pentru cuantificarea densitatii microvasculare, am folosit metoda
de numarare "hot-spot" standard, reiesind din faptul cd majoritatea specimenelor incluse in studiu
au fost biopsii TURP, dar nu piese postoperatorii, astfel am incercat sa reducem maximal erorile
de calcul. Rezultatele noastre au demonstrat, de asemenea, o densitate vasculard crescutd in
adenocarcinomul de prostatd in comparatie cu leziunile proliferative benigne, asemanator cu datele
regasite in literatura de specialitate [21]. Aceste rezultate sugereazad ca densitatea vascularad
crescutd se datoreazad neoangiogenezei. Cu toate acestea, rimane neclar raspunsul la Intrebarea: de
ce unele cazuri de adenocarcinom de prostata au prezentat o densitate microvasculara crescuta, in
timp ce altele nu? Notam ca, nu am gasit diferente semnificative, intre grupurile de adenocarcinom,
pentru densitatea medie a mastocitelor. In schimb, au fost constatate diferente esentiale in
densitatea medie microvasculard, in special pentru ariile intratumorale, unde numarul de vase,
practic, a fost dublu.

Studiul nostru a demonstrat implicarea mastocitelor triptaza pozitive in procesul de
neoangiogeneza atat in leziunile hiperplazice nodulare benigne, cat si in carcinomul de prostata.
In leziunile nodulare benigne au fost descrise doua tipuri de vase (mature/imature) cu caractere

morfologice diferite. Majoritatea vaselor imature erau localizate in ariile intratumorale, precum si
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cele din ariile asociate periferiei nodulului hiperplazic si se caracterizau prin perete subtire, lumen
neregulat, manifestari de “inmugurire”. Vasele cu caracter matur erau localizate preponderent in
ariile peritumorale. A fost demonstrata o corelatie semnificativa intre numarul total de mastocite
MCT+ si densitatea totald a vaselor CD34+. Pentru identificarea dependentei celor doua variabile
am defalcat corelatia pe ariile studiate. Astfel, a fost obtinutd o corelatie statistic semnificativa
intre celulele MCT+ peritumorale si vasele CD34+ peritumorale. Nu a existat corelatie
semnificativa intre celulele MCT+ si vasele CD34 pozitive in ariile intratumorale. Toate aceste
date, precum si lipsa corelatiei dintre cele doua tipuri de vase, sugereaza cd, mastocitele MCT+
peritumorale sunt cele care initiaza procesul de angiogeneza [65].

In adenocarcinomul de prostati sistemul microvascular pastreazi caracterul ambivalent
descris in hiperplaziile benigne. Ca si in leziunile hiperplazice benigne, in carcinomul de prostata
densitatea maxima a celulelor MCT+ a fost in ariile peritumorale, iar densitatea maxima
microvascularad era in ariile intratumorale. Dezvoltarea unei noi retele vasculare in vecinatatea
focarelor tumorale este o conditie esentiald pentru cresterea adenocarcinomului de prostata, fapt
pentru care am studiat densitatile totale ale mastocitelor si vaselor, obtinand o corelatie statistic
semnificativa, ceea ce ne-a confirmat dependenta acestor variabile. Densitatea vaselor CD34+ din
ariile intratumorale si peritumorale au corelat strans cu densitatea mastocitelor triptaza pozitive
din ariile peritumorale. Pentru estimarea efectului asupra patogeniei carcinomului de prostata cele
doua variabile au fost comparate cu scorul Gleason. Astfel, densitatea totala a vaselor CD34+ nu
a corelat cu scorul Gleason, in timp ce densitatea totald a celulelor MCT pozitive a demonstrat o
corelatie semnificativa directd si profundd, ceea ce dovedeste implicarea substantiald a
mastocitelor triptazad pozitive in transformarea maligna.

Un aspect particular, dar care prezinta interes, a fost corelatia stransd intre vasele CD34+
intratumorale si mastocitele MCT+ peritumorale, care ne-a sugerat implicarea mastocitelor in
initierea si sustinerea angiogenezei din cadrul adenocarcinomului de prostatd. Acest aspect s-a
dovedit a fi si mai convingator in lipsa unei corelatii intre vasele CD34 peritumorale si celulele
MCT intratumorale.

Corelatii, asemanatoare, intre numarul de mastocite si densitatea microvasculara au fost
observate nu doar in leziunile proliferative de prostatd, dar si In tumoarea renald, cancerul
colorectal, cancerul de san si carcinomul bucal cu celule scuamoase. In literatura se regisesc un
numar mic de cercetari cu rezultate contradictorii. Mohseni si colab. [141] nu au raportat asocieri
intre densitatea mastocitelor, angiogeneza si parametrii clinicopatologici ai carcinomului renal. De
asemenea, nu a fost gasitd nici o relatie intre densitatea microvasculara si Gleason in cancerul de

prostata de catre Motta [41].
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Triptaza, este una dintre enzimele proteolitice produse 1n special de catre mastocite, aceasta
isi exercitd actiunea sa pro-angiogenica prin degradarea matricei extracelulare (una din etapele
importante ale angiogenezei tumorale) si prin activarea receptorilor PAR-2 exprimate de celulele
endoteliale. Impreuna cu heparina, triptaza stimuleaza migrarea si diviziunea celulelor endoteliale
si joaca un rol important in neovascularizarea diferitelor tipuri de tumori maligne [96]. De
asemenea, mastocitele umane depoziteazd si elibereaza cantitati importante de VEGF, care
reprezinta cel mai puternic reglator al neoangiogenezei. Acesta este o glicoproteina dimerica, care
face parte din familia PDGF, initial descoperita in mediul de culturd cu celule tumorale. Importanta
VEGF se exprima prin actiunea mitogena specifica asupra endoteliocitului, care exprima receptori
pentru VEGF. De asemenea, se considera cd VEGF contribuie in mod semnificativ nu numai la
neovascularizarea tumorala, dar si in alte forme patologice de angiogeneza [129, 200]. Tibor si
colab. [212] utilizdand dubla imunocolorare, au demonstrat cd mastocitele din carcinomul de
prostatd exprima simultan triptaza si VEGF, si au concluzionat ca, mastocitul este sursa majora de
VEGF, de asemenea ca in adenocarcinomul de prostatd sunt in numar crescut mastocitele VEGF
pozitive. Aceastd corelatie semnificativa intre densitatea mastocitelor VEGF+ si densitatea
microvasculara, in ariile peritumorale, dar si intratumorale demonstreaza ca factorul angiogenic
produs de mastocite contribue direct la procesul de angiogeneza [212].

Conform datelor studiului nostru dispozitia preferentiala perivasculara a mastocitelor si
potentialul acestor celule de a secreta factor endotelial de crestere vasculara sugereazd implicarea
mastocitelor in procesul de neoangiogeneza inca din stadiul leziunilor proliferative benigne.
Aceste rezultate indicd faptul cd, mastocitele peritumorale initiazd proliferarea vasculard
indreptatd spre interiorul leziunii proliferative. Odatd acest proces Inceput este sustinut in
continuare, iar reteaua nou formata favorizeaza supravietuirea celulelor maligne. Datele studiului
nostru corespund cu rezultatele lui Johannson si colab., [108] care in 2010, au raportat despre
existenta unei diferente functionale intre mastocitele intratumorale, comparativ cu cele din
regiunea peritumoralda. Mastocitele, situate intratumoral, posibil inhiba angiogeneza versus
mastocitele peritumorale care o promoveaza, respectiv facilitind cresterea tumorii. De asemenea,
datele lor au corelat cu rezultatele clinice ale pacientilor si cu raspunsurile la tratament. Datele
obtinute 1n lucrarea noastra, precum si observatiile lui Johannson confirma dualitatea functionala
a mastocitelor in cancerogenezd. Acestea actioneaza ca celule "pro si contra", astfel, promovand
si inhiband simultan dezvoltarea tumorii, efectele fiind dependente de localizarea lor in raport cu
tumoarea (intra- sau peritumoral).

Legatura intre inflamatie si cancer, studiatd in ultimii ani foarte intens, a fost stabilitd inca

acum 150 de ani, cand 1in 1863, Virchow, a observat ca cancerul are tendinta sa apara in locurile
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cu inflamatie cronica. Totodata, in ultimul timp, a crescut numarul cercetarilor, care demonstreaza
ca inflamatia acutd contribuie la regresia cancerului, dar si multiple studii epidemiologice care
sustin ca bolile inflamatorii cronice sunt frecvent asociate cu risc crescut de cancer [15, 165].
Celulele inflamatorii, la o anumita faza a inflamatiei, realizeaza o relatie de cooperare nu doar cu
celulele tumorale, dar si cu celulele stromale si endoteliale, in idea credrii unui micromediu
favorabil pentru dezvoltarea si progresia neoplaziei [83]. Focarele inflamatorii sunt dominate de
multiple celule, precum: macrofage, limfocite, plasmocite, mastocite, etc. Din aceasta gama
variatd de celule, amintim ca, macrofagele reprezinta o componenta importanta al infiltratului
inflamator tumoral. Macrofagele, la fel si alte celule inflamatorii genereaza o cantitate mare de
factori de crestere, citokine si chemokine care pot provoca deteriorarea ADN [15, 223].

Evaluand densitatea macrofagelor CD68+ in specimenele de la pacientii cu leziuni
proliferative maligne am observat ca acestea au fost prezente atit in stroma peritumorald, cat si in
cea intratumorald. Totusi, distributia macrofagelor, in special pentru ariile intratumorale, a fost
neuniformd, ceea ce indirect demonstreaza implicarea activd a macrofagelor in procesul de
progresie a tumorii. In plus, la compararea densitatii macrofagelor din ariile peritumorale cu cele
din ariile intratumorale a fost obtinuta o corelatie statistic semnificativa. Numarul macrofagelor a
crescut aproape de doud ori comparativ cu tesuturile normale si leziunile benigne, Crestere care, in
mare parte, a fost realizatd pe contul macrofagelor intratumorale. De asemenea, a fost observata o
crestere liniara a numarului de macrofage CD68+, atat intratumoral, cat si peritumoral, in raport
cu gradul histologic de diferentiere a adenocarcinoamelor. Pentru evaluarea impactului prognostic
al macrofagelor in adenocarcinoame am considerat oportun aprecierea raportului intre numarul
total de celule CD68+ si scorul Gleason, astfel a fost obtinutd o corelatie statistic semnificativa.
La defalcarea studiului pe zone au fost obtinute corelatii statistic semnificative atat pentru cele
intratumorale, cat si pentru cele peritumorale. In literatura de specialitate, se regisesc studii ce
prezintd date similare priviind numarul macrofagelor. Astfel, Gollapudi si colab. [75] au raportat
despre niveluri crescute de TAM in neoplazia intraepiteliald prostatica comparativ cu densitatea
din tesuturile cu leziuni benigne, in acelasi timp ei demonstreaza ca, pacienti cu scor Gleason mare
contin un numar crescut de TAM opus celor cu scor Gleason mic. Multiplele studii clinice au aratat
ca exista corelatii variate intre densitatea TAM si pronosticul procesului tumoral [121, 189, 204].
De asemenea, foarte important este faptul ca, TAM-urile din diferite compartimente tumorale,
aparent, au efecte opuse asupra progresiei cancerului de prostata [121, 189]. Studiind caracterul
morfologic al celulelor CD68+ atat in leziunile benigne, cat si in specimenele cu cancer de prostata
am observat doua populatii celulare diferite. Heterogenitatea a fost legatd nu doar de morfologia

celulelor dar si de localizarea acestora in cadrul leziunii. Astfel cd, populatia majoritard a
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macrofagelor a fost reprezentatd de celule mici, cu multiple prelungiri citoplasmatice, dispuse in
grupuri cu un caracter de masa infiltrativd. Celulele de dimensiuni mici erau localizate
predominant in stroma peritumorala, si in zona de invazie a tumorii. Intratumoral populau
preponderent ariile periferice ale masei tumorale [73]. in literatura de specialitate sunt descrise
doua stéri diferite de polarizare ale macrofagelor: fenotipul M1 care se prezintd cu efect anti-
tumoral si fenotipul M2 care promoveaza angiogeneza, cresterea tumorald si metastaza.
Macrofagele asociate tumorii (TAM), in principal, reprezintd o varietate a fenotipului M2, desi in
literatura ele au fost descrise si cu fenotipul mixt M1 si M2 [10, 208].

In cadrul studiului a fost obtinuti corelatie statistic semnificativa intre densitatile celulelor
CD68+ peritumorale si vasele CD34+ intratumorale. Vasele existente in tesuturile peritumorale
pot promova vascularizarea tumorii prin cooptare, un proces in care vasele existente sunt
inconjurate de celule tumorale si utilizate pentru a vasculariza tumora [208]. Mai mult,
macrofagele care infiltrau ariile peritumorale au fost adesea observate in contact strans cu celulele
endoteliale proliferante din capilare si cu celulele musculare netede din arteriole si venule. TAM-
urile sunt producdtori importanti de factori proangiogenici, astfel, contribuind la formarea
capilarelor de novo prin diverse mecanisme. Conform datelor literaturii, macrofagele produc si
secreta citokine pro-angiogenice (VEGF, TGF-B, TGF-a, FGF-2, TNF-a) si interleukine (IL-6 si
IL-8), care influenteaza proliferarea, migrarea si diferentierea celulelor endoteliale. De asemenea,
macrofagele secreta cantitdti crescute de metaloproteinaza-9 (MMP-9), care modificand matricea
extracelulard influenteaza forma si morfologia celulelor endoteliale. Mai mult, MMP-9 si alte
proteaze secretate de TAM, sustin invazia activata a celulelor endoteliale si migrarea altor celule
stromale [31, 177]. Interrelatia macrofagelor cu celulele endoteliale a fost observata frecvent in
hiperplaziile benigne de prostati. In literatura de specialitate macrofagele sunt descrise si ca niste
celule cu un rol central nu doar in angiogeneza tumorala, dar si in arteriogeneza [18, 93].

Multiple studii demonstreaza rolul important al DC in imunitatea antitumorala. Fiind parte
al micromediului tumoral, DC-urile influenteaza pozitiv sau negativ evolutia maladiei maligne
[180]. DC reprezinta cele mai performante celule prezentatoare de antigen, carora le revine functia
de santinela tisulara. In stadiul de celule imature, acestea preiau antigenele din tesuturile periferice,
iar apoi, procesandu-le pana la peptide proteolitice, le expun la suprafata membranei ca molecule
ale complexului de histocompatibilitate de clasa Isi IT[135, 227]. In timpul prelucririi antigenului,
celula dendritica parcurge procesul de maturizare, moment ce determind migrarea ei in organele
limfoide secundare, unde odatd ajunse devin celule competente in prezentarea antigenului
limfocitelor T. Astfel, celulele dendritice initiaza raspunsul imun antigen-specific [135]. O alta

caracteristicd functionala a celulelor dendritice este capacitatea acestora in mod eficient sd creasca
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potentialul imunomodulator si citotoxic al celulelor NK, care contribuie esential la eliminarea
celulelor tumorale. Mai mult ca atat, DC pot, de asemenea, sa medieze in mod direct citotoxicitatea
directionata asupra tumorii.

Rezultatele studiului noastru au aratat o crestere a densitatii celulelor dendritice in
tesuturile cu leziuni de prostatad fatd de tesuturile Tn norma. Diferenta numerica fata de lotul de
control a fost una semnificativd. La defalcarea rezultatelor pe tipul leziunii am constatat ca
densitatea cea mai mare de celule dendritice a fost inregistrata in specimenele cu hiperplazie
benigna de prostatd. Notam ca, cel mai nalt grad de infiltrare cu celule dendritice S100+
intraepiteliale a fost asociat cu adenocarcinoamele slab diferentiate. Astfel, datele noastre
demonstreaza ca cresterea numadrului de celule dendritice S100+ intraepiteliale 1in
adenocarcinomul de prostatd este asociat cu un pronostic nefavorabil [70]. Celulele dendritice
joacd un rol important in multe tipuri de cancere umane. In literatura de specialitate se regasesc
studii care demonstreaza ca prezenta unui numar mare de DC intratumoral se asociaza cu un
prognostic favorabil. In acelasi timp, existd dovezi, legate de pierderea capacitatii de activare a
limfocitelor T dupa expunerea celulelor dendritice in contact cu celulele tumorale si/sau legate de
pierderea capacitdtii lor de maturizare cu absenta migrarii in ganglioni limfatici. Astfel celulele
dendritice nu reusesc sa activeze limfocitele T inductoare ale imunitatii anti-tumorale, in schimb
mediazi toleranta tumorala indusi prin antagonizarea limfocitelor T. In asemenea cazuri cresterea
numarului de celule dendritice in ariile tumorale poate fi asociatd cu un pronostic nefavorabil.
Mentionam ca, rezultatele noastre difera de cele raportate in alte tumori. Astfel, in carcinoamele
gastric si de col uterin nu au fost observate asocieri semnificative intre gradul de infiltrare al
celulelor dendritice si gradul de diferentiere a tumorilor [20, 180]. Corelarea densitatii crescute de
celule dendritice S100+ cu un prognostic bun a fost dovedita in cazurile de cancere colorectal,
pulmonar si esofagian [113]. Pentru alte tipuri de tumori infiltrarea cu DC nu a corelat cu gradul
histologic, stadiul tumoral sau supravietuirea. Valoarea prognostica a celulelor S100+ pentru
pacientii cu cancer renal ramine pana la moment de asemenea limitata [82].

Analiza morfologiei celulelor dendritice din ariile intraepiteliale si stromale ne-a
determinat sa presupunem ca exista doua subpopulatii diferite de DC, care diferd dupa gradul de
maturare si statutul functional. Celulele dendritice S100+ s-au caracterizat ca o populatie celulara
heterogena. Heterogenitate determinata fie de intensitatea de exprimare a imunomarcajului, fie de
dimensiunile celulare. Notam ca, caracterul apofizat al celulelor dendritice s-a accentuat in
adenocarcinoame. Dupa parerea noastra, prezintd interes si diferenta cantitativd a celulelor
dendritice din cele doua arii studiate (stromal, intraepitelial) atat in hiperplazia benignd, cat si in

carcinomul de prostatd. Astfel, in leziunile hiperplazice benigne a prevalat densitatea celulelor
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dendritice din ariile stromale. Aceastd diferenta poate fi considerata una esentiala si semnificativa,
in legatura cu prognosticul favorabil al leziunii, fapt confirmat si prin obtinerea unei corelatii
semnificative statistice intre cele doua grupe de densitati. In cazul adenocarcinomului de prostati
datele au fost total diferite, densitatea totald crescutd de celule dendritice s-a datorat cresterii
numadrului de DC intraepiteliale. Cresterea liniard a densitatii celulelor dendritice intraepiteliale
vorbeste despre o asociere semnificativa intre densitatea DC intraepiteliale si gradul histologic al
tumorii. Urmare rezultatelor obtinute consideram ca, celulele dendritice stromale S100+ pot fi
considerate elemente ale micromediului cu efect important anti-tumoral, iar scaderea numarului
lor in adenocarcinomul de prostati este un factor de prognostic nefavorabil. In acelasi timp
cresterea numarului de celule dendritice intraepiteliale poate fi asociatd cu cresterea tolerantei
imune la mecanismele antitumorale. Date similare au fost raportate in 2013 de Doros si colab. care
asociaza migrarea celulelor dendritice stromale in zonele tumorale cu un prognostic favorabil in
carcinoamele laringiene [51]. In schimb, Nagorsen si colab. (2007) au observat in carcinomul
colorectal ca supravietuirea mai buna este dependentd nu doar de cresterea numarului de celule
dendritice stromale in aria tumorala, dar si cantitatea crescuta de DC epiteliale [147]. Multitudinea
de rezultate contradictorii, confirma ca celulele dendritice asociate cancerului reprezintd o
populatie de celule inactive si dendritice active, care necesita investigatii detaliate.

Celulele tumorale au capacitatea de a secreta citokine pro-inflamatorii, care promoveaza
infiltrarea micromediul tumoral cu diverse celule, precum macrofage, neutrofile, celule NK, celule
dendritice, mastocite, limfocite T si B. Ulterior micromediul din stroma faciliteaza procesele de
angiogeneza, proliferare si invazie a carcinomului. Conform datelor noastre atat in hiperplazia
benignd de prostatd, cat si carcinomul de prostatd, numarul de macrofage, celule dendritice si
mastocite stromale a fost crescut in comparatie cu tesutul prostatic normal. Iar analizand
comparativ densitdtile acestor celule in cele doud grupuri de leziuni am constatat cd densitatile
cele mai mari au fost in hiperplazia benigna de prostatd. De asemenea am observat ca in toate
leziunile de prostata expresia triptazei (mastocitele MCT+) si a CD68 (macrofagele) a fost
semnificativ mai mare decat exprimarea proteinei S100 (celulele dendritice). Pentru evidentierea
interrelatiilor intre celulele imune din stroma leziunilor hiperplazice de prostata au fost comparate
densitatile celulelor dendritice cu a mastocitelor si macrofagelor, ca rezultat obtinandu-se un sir
de corelatii semnificative statistic atat pentru celulele dendritice intraepiteliale, cat si cele stromale.

Celulele dendritice generate in micromediul tumoral reprezinta o populatie celulara cu
carente functionale si cu o capacitate stimulatoare asupra limfocitelor T foarte slaba [196].
Implicarea celulelor epiteliale in procesele hiperplazice de prostata este sustinutd si de studiul

nostru, in care raportam despre expresia markerului S100 de catre celulele tumorale, in 7 cazuri
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cu hiperplazie benigna si 12 cazuri de adenocarcinom de prostata. Mai mult ca atat, a fost observata
prezenta acestor celule tumorale S100 pozitive in ariile de invazie a tumorii, precum si in lumenul
vasului erodat.

Conform datelor din literatura rezulta ca, activitatea imuna mediata de celulele gazda, la
multi pacienti cu cancer de prostata, este deprimata. Astfel, limfocitele prezinta, de obicei, semne
de defecte functionale induse de tumoare. In plus, mai multe studii arati ca progresia cancerului
de prostata este insotita de o supresie marcatd a imunitatii locale, aspect ce include si moartea
apoptoticd a celulelor dendritice [1]. Celulele tumorale pot inhiba semnificativ conversia
monocitelor in celule dendritice. De asemenea, este recunoscut faptul ca, cancerul de prostata
inhiba geneza si maturarea celulele dendritice, ducand la scaderea productiei de celule
prezentatoare de antigen si inhibarea activitdtii lor functionale [1, 2, 196]. Aceste date
demonstreaza ca tumorile cu crestere rapida sunt, de obicei, slab infiltrate de DC si incapabile sa
declanseze recrutarea si activarea DC care au ca rezultat raspunsuri imune antitumorale intarziate
sau insuficiente. Cu toate acestea, mecanismele care reglementeazd migrarea celulard si
homeostazia in interiorul tumorii nu sunt bine intelese. Rezultatele obtinute in ultimii ani au
demonstrat implicarea celulelor dendritice in procesul de angiogeneza. in functie de specificitatea
subsetului antigenic, localizare, starea de activare si citokine, celulele dendritice pot produce
mediatori pro- si antiangiogenici. Majoritatea studiilor in vivo demonstreaza ca DC, in special DC
imature, promoveaza angiogeneza, in timp ce datele privind activitatea anti-angiogena in vivo a
acestor celule sunt limitate. Astfel, numarul de celule DC din parenchimul tumoral poate fi
considerat un indice al gradului agresivitatii si progresiei tumorale [23].

Cresterea, diferentierea normald a prostatei, precum si apoptoza celulelor epiteliale sunt
controlate prin intermediul receptorilor androgenici umani (hAR), care au exprimare nucleara atat
in celulele epiteliale, cat si in cele stromale [39, 226]. In literatura de specialitate gasim multiple
date despre carcinogeneza prostatei, progresia carcinomului de prostata de la cancerul primar la
cel metastatic si de la carcinomul hormon-sensibil la cel rezistent dupa castrare, unde atentia
primordiala este centrata pe studiu expresiei AR in celulele epiteliale, probabil pentru ca acestea
sunt celulele primare implicate in transformarea neoplazica. Este stabilit ca expresia AR in celulele
epiteliale persista pe tot parcursul evolutiei canceroase. Cresterea expresiei AR n celulele
epiteliale a fost asociatd cu agresivitatea tumorii si scaderea supravietuirii pacientului [125].
Consideram ca, determinarea nivelurilor de expresie AR doar intr-un singur compartiment al
organului reprezinta o posibild cauza a rezultatelor eronate sau neconcludente despre
cancerogeneza prostatica. Astfel, AR-ul stromal ar putea, de rand cu cel epitelial, sa fie important

pentru aprecierea progresiei cancerului de prostata si raspunsul tumoral la terapia cu castrare. In
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aceasta ordine de idei, multiple studii recente, sugereaza ca receptorii androgeni stromali pot fi
mai importanti decat cei glandulari [19, 99].

Reiesind din datele existente in literatura, am considerat ca va fi rezonabil, pentru studiul
nostru, evaluarea expresiei diferentiale a receptorilor AR in celulele stromale si epiteliale din
leziunile prostatice. Evaluarea minutioasa a AR in tesuturile normale, din cadrul studiului nostru,
a evidentiat o intensitate de expresic moderat redusa atat pentru celulele epiteliale, cat si cele
stromale. Proportia de celule AR pozitive pentru stroma a fost mare (84,6%), iar distributia
celulelor AR pozitive stromale a fost uniforma. Pentru celulele epiteliale reactia pozitiva la AR a
fost caracteristici doar pentru celulele luminale. In hiperplaziile nodulare benigne semnalul
imunohistochimic raméane in continuare exprimat de celulele epiteliale luminale, doar ca
intensitatea de expresie AR este crescutd. Un aspect particular a fost evidentierea semnalului AR
in nucleele celulelor bazale. In compartimentul stromal numarul celulelor AR+ a fost in scadere,
in special pentru ariile intratumorale. Scaderea numarului de celulele stromale AR+ a fost
caracteristicd si stromei din carcinoamele de prostata. Astfel, a fost observatd o scadere statistic
semnificativa a expresiei AR stromal in specimenele cu carcinom de prostatd comparativ cu
prostata hiperplazicd benigna. Alti cercetatori, de asemenea, au raportat cd, amploarea pierderii
AR stromal este direct proportionalad cu gradul crescut al scorului Gleason [116, 120, 228]. In
1999, Olapade-olaopa E. si colab., [156] au raportat despre scaderea expresiei AR in stroma peri-
epiteliala inca din stadiul de neoplazie prostatica intraepiteliald de grad inalt (HGPIN) comparativ
cu prostata normala. Conform datelor lor, utilizdnd probe de tesuturi HGPIN, s-a constatat ca
expresia AR stromal lipsea in 80% din celule stromale peri-epiteliale [156]. Concomitent, in
literatura de specialitate sunt raportate date care identifica ca pierderea AR-lui stromal duce la
suprimarea dezvoltarii leziunilor incd in stadiul de PIN, cu ameliorarea proliferarii epiteliului si a
micromediilor care promoveaza tumora, inclusiv remodelarea matricei extracelulare, infiltrarea
celulelor imune si neovascularizatiei. Toate acestea fiind datorate, partial, actiunii modulatorii a
citokinelor/chemokinelor pro-inflamatorii [115]. Importante, sunt si datele raportate de unii
cercetdtori despre asocierea pierderii expresiei AR stromal cu rezultatele clinice la pacientii cu
carcinom de prostatd. Credem ca, pierderea AR stromal poate fi considerat un marker al
agresivitdtii bolii. Unele studii, deja, au asociat nivelul scdzut de receptori AR 1n stroma tumorala
(numitd si peritumorald) cu un risc crescut de recidiva al carcinomului prostatic dupa
prostatectomiile partiale si terapia de castrare [89, 174, 228].

Observand caracterul heterogen in distributia celulelor stromale AR+, in leziunile benigne
si maligne, am efectuat analiza comparativa cu rezultatele obtinute prin metoda de colorare

Masson si reactia imunohistochimica anti-a-SMA pentru a identifica celulele care ar putea fi AR+.
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Astfel, am observat ca majoritatea celulelor AR- corespundeau cu locatiile fibroblastelor. Totusi,
au fost vizualizate si zone ale fibroblastelor care exprimau AR, in special, in nodulii stromali din
specimenele cu leziuni hiperplazice benigne. Scaderea nivelurilor de AR din stroma tumorala
poate fi legatd de pierderea miocitelor, dar nu numai, dovada fiind si tumorile unde pe fundalul
scaderii stromale de AR populatia miocitelor nu a fost esential modificatd. Mecanismul care sta la
baza pierderii AR stromal nu este cunoscut, insd, unele date asociaza aceastd scadere de expresie
cu dediferentierea si pierderea celulelor musculare netede si cu cresterea populatiei de fibroblaste
si miofibroblaste, observate odata cu progresia adenocarcinomului de prostata [39, 229]. Conform
altor surse, cauza posibild de pierdere a expresiei AR in celulele stromale, ar fi prezenta
receptorilor mutanti care nu sunt recunoscuti de anticorpul utilizat [197]. Pierderea sau
modificarea receptorilor hormonali este considerata a fi una dintre caile prin care tumorile sensibile
la terapia de castrare dobandesc rezistentd. Schimbarile Tn expresia AR stromal din carcinoamele
de prostata par sa fie semnificative si acest aspect sugereaza rolul important al compartimentului
stromal in medierea controlului androgen asupra compartimentului epitelial. Mai mult, deoarece
AR este necesar pentru exprimarea factorilor de crestere peptidici, este posibil ca, odatd cu
pierderea acestor receptori, celulele stromale sd inceteze exprimarea lor in etapele precoce ale
transformarii maligne, astfel ca, celulele tumorale, in lupta sa pentru supravietuire, ar putea efectua
trecerea spre alte mecanisme celulare, care sunt hormon-independente.

Un aspect particular si interesant in cadrul studiului nostru a fost evidentierea celulelor
epiteliale AR- in carcinoamele de prostatd. Mentionam cd, in general, majoritatea celulelor
tumorale au fost AR+, iar gradul de expresie al intensititii a fost pronuntat. in adenocarcinoamele
mediu si slab diferentiate, frecvent, au fost observate arii in care printre celulele epiteliale AR+
erau localizate celule epiteliale AR- sau zone tumorale cu expresia mixtd care alternau cu zone
tumorale unde expresia AR lipsea total. Un aspect aparte a fost identificarea a trei pattern-uri de
expresie a AR epitelial: nuclear difuz, nuclear regional si nuclear focal. Un numar mare de lucrari
relateaza despre heterogenitatea imunohistochimicad a AR epitelial din profunzimea tumorii [179,
2071, si se pare ca acesta poate fi un factor foarte important pentru prognosticul bolii. Dupa parerile
unor autori, prognosticul carcinomului de prostata este dependent, nu de valoarea procentuald a
celulelor pozitive, dar de gradul de heterogenitate a imunocolorarii sau de intensitatea medie a
imunocolorarii [179].

Datele studiului nostru sunt diferite de rezultatele raportate de Sweat si colab., care, in
1999, au observat reducerea expresiei AR epitelial in carcinomul de prostata [198]. Cauzele care
stau la baza acestor discrepante in date sunt multiple. Astfel, aceasta diferenta se poate datora

caracterului heterogen al expresiei AR in tesutul tumoral, care a fost observat si in studiul nostru.
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O alta posibila cauza rezidd in metoda utilizata pentru cuantificarea AR, astfel, noi am valorificat
celulele AR pozitive utilizand metoda hot-spot”, in timp ce, Sweat si colab. [198] nu descriu care
au fost ariile evaluate 1n studiu. Notam ca, in specimenele cu carcinom de prostata imunoexpresia
AR a variat drastic, chiar si in cadrul aceluiasi specimen, astfel pentru a evita anumite prejudecati
in selectia ariilor de studiu am folosit metoda "hot-spot”.

Dupa pérerea lui Tuxhorn J. si colab. (2001) expresia si functia AR stromal este diferita
fatd de AR epitelial, iar urmare modificarilor structurale, genomice si genetice ale celulelor
stromale apar modificdri comportamentale exprimate in stroma asociata tumorii [42, 216]. Prin
studii experimentale, atat in vitro, cat si in vivo, a fost demonstrat ca, in prezenta androgenului,
celulele stromale care exprima AR reduc cresterea si capacitatea invaziva a celulelor epiteliale din
adenocarcinomul de prostata. Mandeep, si colab. (2014) [126] presupun ca, acest efect deosebit al
AR stromal se datoreaza implicarii factorilor si/sau mecanismelor paracrine, reglate atat de
celulele epiteliale, cat si de cele stromale. Analizand datele din literatura reiese ca, atat celulele
stromale AR-, cat si cele AR+ promoveaza cresterea celulelor epiteliale in absenta androgenului,
prin secretia unor factori paracrini, care sunt independenti de AR. In acelasi timp, celulele stromale
AR+ mai secreta, probabil, alt tip de factor paracrin cu efect inhibitor asupra cresterii celulelor
epiteliale, doar ca acest factor este dependent de prezenta androgenului si receptorului androgenic
[192].

Astfel, de-a lungul progresiei tumorale se produce o selectie naturald a celulelor stromale
AR- fata de celulele AR+, date confirmate si de studiul nostru. Mai mult, Gao si colab. (2001)
sugereaza ca, in timpul transformarii maligne a celulelor epiteliale, are loc o schimbare in axa AR
epitelial, astfel are loc o trecere de la caile paracrine de control, dependente de celulele stromale,
la caile autocrine de control [60]. Trecerea celulelor tumorale la mecanismul autocrin de
proliferare, sugereazd ca AR epitelial regleaza o noua serie de gene pentru supravietuire si
proliferare, care nu sunt exprimate in mod normal in celulele epiteliale. Iar consecinta acestui fapt
ar putea fi ca, celulele epiteliale tumorale nu mai sunt dependente de interactiunile stromale-
epiteliale si de factorii de crestere mediati de AR stromal.

Multitudinea de date acumulate, impun tot mai mult re-identificarea importantei terapiei
de deprivare de androgen in procesul de transformare a carcinomul sensibil la castrare spre
carcinomul rezistent. Terapia de castrare tinteste nemijlocit celulele tumorale inducand apoptoza
acestora. In acelasi timp, posibil ca, scaderea cantititii de androgeni, activeazi efectele stromale
care faciliteaza proliferarea tumorala, astfel contracarand efectele apoptotice ale terapiei [145].
Evaluarea amanuntita a compartimentului stromal de-a lungul progresiei carcinomului de prostata

reprezintd caile de evidentiere a noilor terapii.
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CONCLUZII

Adenocarcinomul de prostata este insotit de diminuarea expresiei receptorilor androgenici
in stroma tumorald concomitent cu scaderea numarului miocitelor a-SMA+ si cresterea

populatiei de fibroblaste/miofibroblaste a-SMA-.

Cresterea densitatii celulelor dendritice S100+ intraepiteliale si scaderea numarului
macrofagelor CD68+ peritumorale in stroma leziunilor hiperplazice de prostatd sunt

particularitati histologice ale malignizarii.

Mastocitele din zonele peritumorale dezvolta un fenotip imunohistochimic particular:
TRYP+CHY+CDI117+ in adenocarcinomul de prostatda spre deosebire de TRYP-
CHY-+CD117+ in hiperplazia benigna de prostata.

Adenocarcinoamele de prostatd implicd cooperarea celulelor CD68+, S100+, MCT+,
CHY+ si CD117+ atat in ariile tumorale, cat si peritumoral, contribuind la secretia de

substante biologic active cu rol reglator al proceselor proliferativ si angiogenic.

Progresia adenocarcinomului de prostatd este insotitd de scaderea densitatii fibrelor de
colagen tip I si tip III. Ariile intratumorale si zonele de invazie tumorala se caracterizeaza
prin degradarea componentei fibrilare ale stromei. Fenotipului reactiv al stromei se
dezvolta incepand cu hiperplaziile benigne de prostatd; modificarile ulterioare ale
componentei fibrilare a matricei extracelulare sunt direct dependente de evolutia procesului
tumoral.

Epiteliul glandular al prostatei, independent de caracterul leziunii, expreseaza combinatia
de markerii CD117+, CD68+, S100+, MCT+, CHY-, a-SMA+. Astfel, modificarile
epiteliale genereaza reactii adaptive din partea tuturor componentelor stromei, inclusiv
retelei de vase intratumorale.

Carcinogeneza induce angiogeneza predominant intratumoral, fiind sustinuta atat de

mastocitele peritumorale MCT+, cat si de macrofagele peritumorale CD68+.
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RECOMANDARI

Drept repere pentru diagnosticul histologic in leziunile hiperplazice ale prostatei,
recomanddm estimarea numarului celulelor stromale a-SMA+ si expresiei receptorilor

androgenici in stroma.

In evaluarea prognosticului adenocarcinoamelor de prostati, recomandim determinarea

expresiei AR concomitent 1n epiteliu si stroma.

Pentru determinarea rolului mastocitelor, recomandam stabilirea fenotipului celular in baza
unui set minim de 3 markeri: anti-triptaza mastocitard (MCT), anti-chimaza mastocitara
(CHY) si CD117.

La evaluarea prognosticului in adenocarcinoamele de prostatd, recomandam compararea
densitatiilor celulelor dendritice S100+ intraepiteliale versus celulelor dendritice S100+

stromale.

Pentru a permite extinderea timpului de examinare a preparatelor histologice colorate
imunohistochimic prin metodd de dublu imunomarcaj, recomandam utilizarea

cromogenului Vina Green.
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Anexa 1. Material ilustrativ la capitolul 3

Fig. 1. Aspecte morfologice ale prostatei in functie de zona topografica, a) glande in zona
centrala; b) zona fibromusculara anterioara; c) glande in zona periferica, d) glande in

zona de tranzitie, x10, HE

Fig. 2. Aspecte morfologice ale prostatei, a) regiunea de contact intre zona fibromusculari
si zona periferica, cu vizualizarea componentelor structurale ale capsulei; b) portiunea
periferica a organului acoperita cu capsula, cu multiple structuri nervoase (ganglion si

nervi), x10, HE
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Fig. 3. Densitatea fibrelor reticulare in zona periferica a prostatei. a) specimene de la

pacienti cu varsta pana la 40 ani; b) specimene de la pacienti cu varsta peste 40 ani; x20

Impregnatie argentica Gordon-Sweet

Fig. 4. Distributia fibrelor reticulare in raport cu ariile topografice. a) stroma
fibromusculara din zona anterioara, fibre reticulare in raport cu fibrele musculare striate;

b) zona periferica; x40, Impregnatie argentica Gordon-Sweet

Fig. 5. Distributia fibrelor reticulare in ariile infiltratului inflamator: a) localizarea

periferica a fibrele reticulare, cantitate redusa numerica, ariile centrale ale infiltratului
contin fragmente ale fibrelor reticulare, aspect tipic pentru stroma perinodulara; b)
distributie omogena a fibrele reticulare cu frecvente discontinuitati si multiple ramificatii
slab definite, aspect caracteristic pentru stroma intranodulara, x20, Impregnatie argentica
Gordon-Sweet
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Fig. 6. Caracteristica fibrelor reticulare la nivelul nodulilor stromali: a) nodul fibroblastic
cu multiple arii optic dense, aspect ratatinat al componentei reticulare; b) nodul
mesenchimal intens vascularizat cu componenta colagenica bine exprimata perivascular,

%20, Impregnatie argentica Gordon-Sweet

Fig. 7. Distributia componentelor fibrilare in carcinoamele prostatice, a-b) stroma

fibroscleroziva atat peritumoral, cat si intratumoral, a)x2,5; b) x10, Impregnatie argentica
Gordon-Sweet; c-d) stroma conjunctiva predominanti atat peritumoral, cat si

intratumoral, ¢)x2,5; d) x10, Coloratia tricromi Masson
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Fig. 8. Distributia fibrelor de colagen si a celulelor musculare netede in diferite zone ale

prostatei normale: a) aria periuretrala; b) zona periferica; c) zona centrala;

d) zona anterioara, x10, Coloratia tricroma Masson

Fig. 9. Distributia fibrelor de colagen si miocitelor in leziunile hiperplazice nodulare: a)

stroma fibroasa cu evidentierea caracterului focal al leziunii, x10; b) stroma in lumina
polarizanta, cu vizualizarea densitatii crescute de fibre de colagen birefringente (alb-

transparent) versus densitatea miocitelor (roz),x10; Coloratia tricroma Masson
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Fig. 10. Aspecte caracteristice ai distributiei fibrelor de colagen si miocitelor netede in
carcinomul de prostata: a) retea de colagen bine definita, localizata sub membrana bazala
a celulelor tumorale, X40; d) aspect ramificat al fasciculelor de fibre de colagen, care

circumscriu celulele tumorale, x40, Coloratia tricroma Masson

Fig. 11. Fascicule de fibre de colagen birefringente dispuse printre miocite, x40; Coloratia

tricrom Masson, lumina polarizanta
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Fig. 12. Distributia si densitatea continutului celular al stromei tumorale: a-b) stroma

e

L

peritumorala cu caracter insular x10; Coloratia tricroma Masson
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Anexa 2. Material ilustrativ la capitolul 4
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Fig. 1. Distributia celulelor a-SMA pozitive in prostata normala. a) celule SMA pozitive cu

localizare periacinaria, x20; b) celule SMA pozitive in proeminentele stromale ale acinilor

glandulari, x40; c) celule SMA pozitive din lamina proprie portiunea prostatica a uretrei,
x10; d) celule SMA pozitive in peretele vaselor sanguine, x40.

Imunoreactie pentru anti- a-SMA, DAB
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Fig. 2. Distributia celulelor SMA pozitive din stroma leziunilor proliferative benigne: a)

intranodular, x10; b) perinodular, x20. Imunoreactie pentru anti- a-SMA, DAB
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Fig. 3. Particularitati ale expresiei a-SMA la nivelul stromei carcinomului de prostata: a)
expresia membranara a markerului de catre celulele din peretele unui vas matur si stroma
asociata vasului x20; b) stroma cu multiple celule cu morfologie miofibroblastica, rare

miocite, X40. Imunoreactie pentru anti- a-SMA, DAB

L)
/) /’_:f &)
»
.I‘ ‘1\)
ré ‘ Rl | v‘ 4
! (g o ‘ -y
- b P :
\ .
- “s.;"ﬁ ' Y il
v\‘:c“ +

‘ =
Y A O N

intens (periferic) la slab, x20; b) celule tumorale pozitive dispuse izolat printre celule

tumorale negative, x40. Imunoreactie pentru anti- a-SMA, DAB
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Fig. 5. Mastocitele din lama proprie a mucoasei uretrei, portiunea prostatica. a)
imunoreactia pentru anti-triptaza; b) imunoreactie pentru anti-chimaza; c) imunoreactie

pentru anti-CD117, x10, DAB
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Fig. 6. Localizarea intravasculara a mastocitelor in adenocarcinoamele de prostata, x20.

Imunoreactia pentru anti-triptaza mastocitara, DAB

Fig. 7. Aspecte de interrelatii ale mastocitelor MCT+ cu vasele sanguine CD34+ din stroma

prostatei normale, x10. Imunoreactie pentru CD34/Triptaza, Vina Green /DAB
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multiple ramificatii, x10; b). mastocite triptaza pozitive dispuse omogen, cu un grad

crescut de degranulare, X10. Imunoreactie pentru CD34/Triptaza,

Vina Green /DAB
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Fig. 9. Aspecte morfologice ale vaselor CD34+ in specimenele cu leziuni proliferative
benigne. a-h) Multiple vase cu perete subtire, lumen neregulat, ramificate, cu aspect de

sprouting, X20; x40. Imunoreactie pentru CD34/Triptaza, Vina Green /DAB
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Fig. 10. Macrofage CD68+ in stroma prostatei in norma: a) celule localizate de-a lungul
vaselor, X10; b) macrofage CD68+ (sdgeati), x40; Imunoreactie pentru anti-CD68, DAB
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Fig. 11. Macrofage CD68+ in raport cu vasul sanguin din stroma perinodulara al leziunilor

hiperplazice benigne a) x20; b) X40; Imunoreactie pentru anti-CD68, DAB

Fig. 12. Distributia celulelor CD68+ in stroma peritumorali in carcinomul cu celule mici,

%10, Imunoreactie pentru anti-CD68, DAB
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Fig. 13. Simpexioane prostatice circumscrise de un strat continuu de celule CD68+, a)x10,

b)*x40; Imunoreactie pentru anti-CD68, DAB
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Fig. 14. Celule dendritice S100 pozitive in specimenele de prostatia in norma: a) celula
S100+ localizata sub membrana bazala, x10; b) celule S100+ in localizare stromala si
intraepiteliala, x10; x40; Imunoreactie pentru anti-S100, DAB
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Fig. 15. Expresia markerului S100 de celulele bazale ale acinilor glandulari; a) intensitatea
expresiei scazuta, x10; b) intensitatea expresiei foarte inalta, x20; c) expresia neomogena a

markerului, x20; Imunoreactie pentru anti-S100, DAB
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Fig. 16. Expresia S100 in carcinoame; a-b) celule tumorale S100+, x10, x40; c-d) celule

S100+ in vase si la locul de metastazare, X20; Imunoreactie pentru anti-S100, DAB
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Fig. 17. Scaderea semnalului AR in celulele stromale este direct proportionala cu cresterea
intensitatii semnalului in celulele epiteliale. (a) specimenele in norma, x20; (b) leziunile
hiperplazice nodulare benigne, x20; (c) adenocarcinomul de prostata, x20; Imunoreactie

pentru anti-AR, DAB
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Fig. 18. Celule AR pozitive in nodulii hiperplazici stromali (a) x10; celule endoteliale AR

pozitive din vasele peritumorale (b)*40; Imunoreactie pentru anti-AR, DAB
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Anexa 3. Acte de implementare a rezultatelor obyinute

APROBAT:

.‘.‘:c. ."'tl"i:‘yg‘rcclur pentra activitaten stiintifica
o i
,I/.,.(// [:-_/.’er
d l L e habemed,, profesor universitar
) (.'/t I’JIJ’Jf 3 —
Al JH ) Gh. Rojnoveanu

o ftehey 4

‘-‘:-_ LISMF  Nicolae Testemitanu®,

ACTUL or. LT
DEIMPLEMENTARE A INOVATIE]
(in procesul stiinfifico-diductic s eatedrei Histologie, Citologic i Embriologic)

Denumiren ofertei pentra implementare. . Proceden de procesare histochimicd cu wiilizarea
coloratiei tricrom pentru aprecierea fesutnlui conjunctiv. fibros™ nr. 5360, autorii/coautorii:
David V.,  Mazura V., Greciching Fcatering,  Tatiana Globa, Vergil Petrovici, Svetlana
Cecoltun,

;)(;-I;'iuc si chnd a fost propusi. De citre David V., Mazuru Vi, Globa Tatiana, aprilie

Sursa de informatic: Prezenta propuncre/metodi este elaborata prin colaborarea USMF \N.
Testemitanu” ~ laboratorul Morfologie, catedra Histologie, Citologie §i Embriologie, IMSP
IMSIC — serviciu Morfopatologie bazatd pe un lot de studiu ce a inclus 25 cazuri de pacienti cu
studierea probelor tisulare din colul uterin, inclusiv si diverse probe tisulare din diverse organe
cu perfectarea tehnicii HC cu tricrom, stabilirea timpului optim de tratare cu colorantii de baza.

Unde yi ciind a fost implementat: in procesul tehnologic de procesare, confectionare $i
efcctuarea investipatici histochimice pentru standattizaren tehnicii in activitatea stiingificd §i
didactica o catedrei de Histologie, Citologie §i Embriologie ,Nicolae Testemijanu”, aprilie 2014,

Fficacitatea implementiirii: Semnificajia stiinjificad a implementdrii procedeului de procesare
histochimic n utilizarea coloratici tricrom aplicat in aprecierea fesutului conjunctiv fibros in
activitatea Stiintilico-didacticd a catedrei propus constd in accesibilitatea si eficacitatea ei prin
obinerea scctiunilor de inaltd calitate, cu reactie histochimica de diferentiere a produsului
reactici de inultd calitate, diferentiere a componentei fibrilare fine a fesutului conjunctiv fibros.
inclusiv gradul de maturizare servind ca una din metodele de bazi aplicatd in metodologin
procesului diductic Tn cadrul lucrarilor practice a studentilor, relevarii particularititilor histo-
morfologice structurale de origine mezenchimald in norma §i in diverse patologii.

Obicetii/ propuncri: La etapa implementiirii obiectii nu sunt.

Sef catedri

(unde este implemenatd propunerei)

Histologie, Citologic i lmbriologie, { S 2 L -
cont. universitar, de.ub.in medicind AN Lilizn Saptefrati
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ACTUL nr. 26
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul de cercetare gtiingifica a Laboratorului de morfologic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: “Utilizarea imunocolordrii anti-S100 pentru
evidentierea celulelor dendrite - un now marker de prognostic in leziunile proliferative ™.

2. Autori: Globa Tatiana, asistuniv., Pelin Flina, drgtmed., conf. univ., Globa Lilian,
asist.univ., David Valeriu, dr. st. med., conf. univ.

3. Numiirul inovatici: Nr. 5754 din 17 martic 2020

4. Unde si cind a fost implementatia: rezultatele studiului au fost implementate in procesul
didactic la Catedra de histologie, citologic §i embriologie, iar procesul tchnologic de
procesare, confectionare si evaluare la Laboratorul de morfologic.

. Eficacitatea implementiriic Studiind caracterul morfologic al celulelor S100 pozitive in
leziunile proliferative de prostatd au fost evidengiate doud subpopulagii diferite de celule
dendritice, care diferd dupd maturare i statutul funcional. Heterogenitatea a fost identificatd
in ambele arii studiate: intracpitelial §i stromal, Dupa parerea noastrd, un efect deosebit al
imunocolordrii anti-S100 il prezintd posibilitatea studierii diferenjei cantitative a celulelor
dendritice din cele doud arii in leziunile proliferative benigne §i maligne.

6. Rezultatele: Imunocolorarca anti-S100 a permis studicrea densitdqii, morfologiei, precum yi
a localizarii celulelor dendritice in leziunile proliferative benigne §i maligne de prostatd.
Urmare rezultatelor objinute consideram cd, celulele dendritice stromale S100 pozitive pot fi
considerate elemente ale micromediului cu efect important anti-tumoral, jar sciderea
numirului lor in ariile stromale ale adenocarcinomului de prostatd este un factor de
prognostic nefavorabil. in acclasi timp cregterea numarului de celule dendritice intracpiteliale
poate fi asociatd cu cregterea toleranjei imune la mecanismele antitumorale.

20

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere

Sef Laborator de morfologic ﬂ/

conf. univ., dr. st. med. (4 Valeriu DAVID

Sef departament stiinja, -

conf. univ., dr. hab. st. med. L L Elena RAEVSCHI
o7
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ACTUL nr.
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI

(in procesul gtiintifico-didactic a Catedrei de histologie, citologie §i embriologie)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: "Evaluarea anglogenezei prin utilizarea dublei
imunocolordrii anti-CD34/anti-triptazd mastocitard”

2. Autori: Globa Tatiana, asist.univ., Saptefrati Lilian, dr.hab.st.med., Pelin Elina, dr.st. med.,
conf. univ., David Valeriu, dr. §t, med,, conf. univ., Globa Pavel, dr.gt.chim,, conf.univ,

3, Numiirul inovatici: Nr.5755 din 17 martie 2020

4, Undec si cind a fost implementati: rezultatele studiului au fost implementate in procesul
didactic la Catedra de histologie, citologie §i embriologie, iar procesul tehnologic de
procesare, confectionare §i evaluare la Laboratorul de morfologie.

5. Eficacitatea implementiirii; Rezultatele objinute, precum §i dispozitia preferentiald
perivasculard a mastocitelor §i potentialul acestor celule de a secreta factor endotelial de
cregtere vascularli sugereazd implicarea mastocitelor in procesul de angiogenezi patologica
incd din stadiul leziunilor proliferative benigne.. Dubla imunocolorare anti-CD34/anti-MCT
reprezintd o metodd imunohistochimica accesibil, care permite obtinerea unui volum imens
de date, ce poate fi utilizatd in diverse patologii, fapt care justifici avantajele metodei
propuse,

6. Rezultatele: Dubla imunocolorare anti-CD34/anti-MCT (triptazi mastocitard) a permis
studierea densitajii, morfologiei, precum si a localizdirii a doud entitifi concomitent, Mai mult,
dubla imunocolorare a permis studierea interactiunilor complexe dintre cei doi actori cu
stabilirea unor relafii de dependenta evaluate ca statistic semnificative.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere
Sef Catedra de histologie, citologie §i bri% y,
prof. univ., dr. hab. st. med. BNAY /3 Lilian SAPTEFRATI

Departamentul didactic

conf. univ., dr. §t. med. Silvia STRATULAT
f departament §tiin{d,
e ; Elena RAEVSCHI

conf. univ., dr. hab. §t. med.
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ACTUL ar. 16

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiingifico-didactic a Catedrei de histologie, citologie si embriologie)

- Denumirea ofertei pentru implementare: “Ulilizarea imunocolordrii anti-CD6S drept

criteriu de prognostic in leziynile proliferative de prostaia”

- Autori: Globa Tatiana, asistuniv., Pelin Elina, dr. §t. med., conf. univ., Globa Lilian,

asist.univ., David Valeriu, dr. st. med., conf. univ.

. Numiirul inovatici Nr. 5745 din 02 martie 2020.
. Unde si ciind a fost implementati: rezultatele studiului au fost implementate in procesul

didactic la Catedrele de histologie, citologic §i embriologie, §i procesul tehnologic de
procesare, confeclionare §i evaluare la Laboratorul de morfologie.

. Eficacitatea implementirii: Studiind caracterul morfologic al celulelor CD68 pozitive atit in

leziunile benigne cit i in specimenele cu cancer de prostatd au fost observate doud populatii
celulare diferite. Heterogenitatea a fost legata nu doar de morfologia celulelor dar §i de
localizarea acestora in cadrul leziunii. Astfel ca, populatia majoritard a macrofagelor a fost
reprezentatd de celule mici, cu multiple prelungiri citoplasmatice apofizate, dispuse in grupuri
cu un caracter de mas infiltrativa. Celulele de dimensiuni mici erau localizate predominant in
stroma peritumorald, i in zona de invazie a tumorii, iar intratumoral populau preponderent
ariile periferice ale masei tumorale,

- Rezultatele: Imunocolorarea anti-CD68 a permis studierea densitatii, morfologiei, precum si

a localiziirii macrofagelor in leziunile proliferative benigne §i maligne de prostatd, iar
cregterca liniard a numdrului de macrofage CD68 pozitive in raport cu scorul Gleason in
adenocarcinoamele de prostatd permite a considera celulele CD68 pozitive un criteriu de
prognostic in adenocarcinomul de prostati.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere

Sef Catedra de histologie, |

citologie §i embriologie /

prof. univ., dr. hab. §t. med. Lilian SAPTEFRATI

Departamentul didactic

conf. univ., dr. §t. med. Silvia STRATULAT
f departament gtiinja,

e e Elena RAEVSCHI

conf. univ., dr. hab. §t. med.
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DE IMPLEMENTARE A INOY.

(in procesul de cercetare stiintifica a Laborafarului de morfologic)

. Denumirea ofertei pentru implementare: "Dubla imunocolorare anti-CD34/anti-triptaza
mastocitara cu aplicarea cromogenului VINA GREEN™

Autori: Globa Tatiana, asist.univ., Saptefrati Lilian, dr.hab.gt.med.. Pelin Elina, dr.st.
med., conf. univ., David Valeriu, dr. st. med., conf. univ., Globa Pavel, dr.st.chim.,
confiuniv.

. Numiirul inovatici: Nr.5756 din 17 martie 2020

. Unde si cind a fost implementati: rezulatele studiului au fost implementate in procesul
didactic la Catedra de histologie, citologic §i embriologie, iar procesul tehnologic de
procesare, confectionare §i evaluare la Laboratorul de morfologie.

. Eficacitatea implementirii: Dubla imunocolorare cu aplicarea cromogenului VINA
GREEN reprezintd o metodd imunohistochimica accesibild, care permite oblinerea unui
volum imens de date, ce poate fi utilizata in diverse patologii, fapt care justifica avantajele
metodei propuse.

. Rezultatele: Dubla imunocolorare cu aplicarea cromogenului VINA GREEN a permis
trecerea preparatelor histologice prin baile de alcool, benzen, cu montarea ulterioard a
preparatelor in balsam de Canada. Datoritd includerii in balsam de Canada, preparatele cu
imunomarcare dubla rimén bune pentru interpretare pe timp indelungat.

Prezenta inovatie este implementati conform descrierii in cerere

Sef Laborator de morfologie ﬁ(

conf, univ., dr. §t. med. 7 A Valeriu DAVID
Sef departament §tiin{d, % o

conf. univ., dr. hab. §t. med. : - Elena RAEVSCHI

J
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Declaratia privind asumarea raspunderii
Subsemnata, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

GLOBA Tatiana

Semnatura

Data
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CURRICULUM VITAE

Informatii personale:

Nume / Prenume

Globa Tatiana

Adresa

Bd. Stefan cel Mare si Sfant, 165, MD-2004, Chisindu, Republica
Moldova

Telefon Fix: +373 22 205229 Mobil: +373 69086027
E-mail tatiana.globa@usmf.md
Cetatenia Republica Moldova

Data nasterii

08.01.1976

Experienta profesionala:

Perioada

Functia sau postul ocupat

2020-prezent

Cercetator stiintific, Laboratorul de morfologie, USMF , Nicolae
Testemitanu”

Cercetator stiintific, Laboratorul de Inginerie tisulara si culturi celulare,
USMF , Nicolae Testemitanu”

2009-prezent

Sef studii Catedra de histologie, citologie si embriologie, USMF
,Nicolae Testemitanu”

2003-2011 Cercetator stiintific stagiar, Laboratorul de morfologie, USMF , Nicolae
Testemitanu”

2010-2011 Secretar responsabil Comisia de Admitere, USMF |, Nicolae
Testemitanu”

2006-2009 Vice-secretar Comisia de Admitere, USMF , Nicolae Testemitanu”

2003-prezent

Asistent universitar, Catedra de histologie, citologie si embriologie,
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, bd.
Stefan cel Mare si Sfant, 165, MD-2004, Chisinau, Republica Moldova

Tipul activitatii sau sectorul de activitate:

Didactic, stiintific

Educatie si formare

Perioada Institutia, specialitatea Calificarea
2006-2008 | Rezidentiat in Morfopatologie, USMF Diploma de licenta in
,,.Nicolae Testemitanu” morfopatologie
2001-2003 | Masterat la catedra de histologie, citologie si | Diploma de master in

embriologie, USMF , Nicolae Testemitanu” | histologie
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1995-2001 | Universitatea de Medicina “Tuliu Diploma de doctor medic
Hatieganu”, Cluj-Napoca, Romania

1991-1994 | Scoala medicala, or. Orhei, Republica Diploma de sora

Moldova medicala

Stagii:

Martie 2009 Cursuri de perfectionare la Histologie, UMF ,,Victor Babes”, Timisoara,
Romania

Martie 2010 Cursuri de perfectionare la Histologie, UMF ,,Gr. Popa”, Tirgu Mures,
Romania;

Mai 2010 Cursuri de perfectionare in patologie, Salzburg, Austria;

Martie 2013 - Bursa Eugen Ionescu, Centrul de Cercetari in Angiogeneza, UMF

Mai 2013 ,» Victor Babes”, Timisoara, Romania

lunie 2018 Cursul: Initiere in psihotraumatologie, Institutul de stiinte penale si

criminologie aplicatd, Chisinau.

Septembrie 2018 Cursul ,,Moderne ausbildung und verbesserung der lehre an der staatlichen
universitat fur medizin und pharmazie ,,Nicolae Testemitanu”, Moldova
Institut Leipzig;

Noiembrie 2018 Cursul ,,Tnvé‘garea bazata pe probleme”, Moldova Institut Leipzig;

Domeniile de interes stiintific: Morfopatologie, imunohistochimie

Participari la foruri stiintifice (nationale si internationale):

- Conferintele stiintifice anuale ale colaboratorilor IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chisindu,
2002-2021,

- Al XXXV-lea Simpozion National de Morfologie Normala si Patologica; Al IV-lea
Simpozion de Morfologie Microscopica. Craiova, 2004;

- al Xl-lea Simpozion National cu Participare Internationala de Morfologie Microscopica.
Romania, Craiova, 2013;

- International Scientific Conference ,,Actual issues of morphology”, Chisinau, 2015;
- Annual conference of the PHD and POST-DOC students, Tirgu Mures, Romania, 2013;

- Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF ,Nicolae Testemitanu”,
Chisinau, 2020;

- International Scientific Conference ”Actual Issues of Morphology”, Chisinau, 2020;

Lucriri stiintifice | 45 publicatii stiintifice si metodico-didactice, inclusiv 12 la tema tezei

Apartenenta la societiti/asociatii stiintifice nationale, internationale

2002 —prezent ~ Membru al Asociatiei Stiintifice de Morfologie din RM;
2006 — prezent =~ Membru al Societatii Romane de Morfologie

Limba materna Romana

Competente lingvistice: Engleza (B2), Rusa(C2), Franceza(A2)

Competente si abilit:iti sociale, aptitudini organizatorice

spirit de echipa, abilitati de lucru Tn echipa, buna capacitate de comunicare si convingere,
capacitate de analiza si sinteza, responsabilitate, abilitdti de comunicare si decizie, abilitdti de
organizare, motivare si control
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