Teza de doctorat

SEMNIFICATIA MECANISMELOR MOLECULARE
IMPLICATE IN TRANSFORMAREA CELULARA CU
PAPILOMAVIRUSURI UMANE (HPV) PENTRU
MONITORIZAREA UNOR CANCERE UMANE

CONCLUZII GENERALE

Obiectivul 1: stabilirea unor markeri de diagnostic precoce asociati

transformarii cu HPV

1.

ADN HPV a fost decelat in 79% din cazurile studiate (lavaje
cervicale provenite de la paciente cu citologii normale si
anormale).

Prevalenta ADN HPVhr a fost crescutda in populatia generala,
intalnindu-se 29 cazuri cu infectie unica si 47 cazuri de
coinfectii. HPVIr a fost decelat in infectii unice doar in 11 cazuri,
iar in coinfectii in 14 cazuri.

In functie de diagnosticul citologic, HPV a fost decelat in 75,5%
din probele cu aspect normal/inflamator, in 87,5% ASCUS,
70,37% LSIL si in 90,9% HSIL/ carcinom ceea ce demonstreaza

ca infectiile cu HPV sunt frecvente.

Totusi, stratificarea dupa gradul de oncogenicitate al HPV si
diagnostoc citologic a aratat ca in timp ce tipurile oncogenice au
fost prezente in 100% din cazurile HSIL, numai 41,67% dintre
pacientele cu citologie normald sau aspect inflamator prezinta
HPV de risc crescut. ASCUS semnaleaza prezenta unor celule
scuamoase atipice cu semnificatie neprecizata, dar s-a aratat ca
poate ascunde histologii CIN2-3. Prevalenta papilomavirusurilor
de risc crescut in grupul cu citologie ASCUS a fost crescut
(85,71%) comparativ cu (78,95%) cel cu LSIL. Coinfectiile cu mai
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multe tipuri HPV s-au intalnit la aproximativ o treime dintre
pacientele cu LSIL si din grupul cu citologie normala / aspect
inflamator. Pacientele cu ASCUS au reprezentat grupul cu cel
mai mare procent de coinfectii (61,54%), ceea ce ar putea explica
morfologiei atipice la aceastd clasad citologicd. In schimb, in
grupul HSIL/CIS nu a existat decat o singura coinfectie (ambele
genotipuri de risc crescut) ceea ce ar putea sugera ca ipoteza
selectiei clonale a wunui tip HPV oncogenic car persista,
producand in timp leziuni de risc crescut. In studiul nostru,
infectiile multiple cu HPVhr sunt frecvente la femeile tinere.

5. Cea mai mare prevalentad a avut-o HPV16, care este implicat in
22% dintre infectiile cu HPV in populatia generala. HPV16 este
un genotip cu capacitate mare de transformare, la fel ca si HPV18
identificat in 15% dintre infectii. Alte genotipuri cu risc crecut de
inducere a cancerului cervical au fost decelate cu o rata

semnificativ mai scazuta intre 2-4 %.

6. Frecventa integrarii virale (HPV16) a crescut proportional cu
severitatea leziunii. Desi in peste 70% din cazurile de forme
severe si cancere, HPV se integreaza (forme mixte si integrate),
existd totusi si in forme episomale (redat in figura 5.19).
Rezultatele noastre arata ca exista o rata semnificativ crescuta de
integrare la paciente cu leziuni premaligne si maligne;

7. Estimarea prin PCR multiplex a ratei E2/E6 la pacientele
analizate confirma ca PCR multiplex poate deveni o metoda foarte
simpla de selectare a pacientelor cu o ratd de risc crescuta
progresie carcinogenica

8. pl6INK4a - marker in screening-ul persistentei HPV;

Analiza imunohistochimica a reactivitatii p16INK4a a demonstrat ca:

> epiteliul cervical normal este p16INK4a negativ
(imunohistochimic/ imunocitochimic), dar p16INK4a se transcrie
de la locusul ARF la nivel bazal. Epiteliul cervical normal (endo si

exocervical) nu reactioneaza cu anticorpii anti p16INK4a, ca si
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zonele cu metaplazie imatura si matura, precum si ariile normale
adiacente leziunilor CIN

raportul probe pl6INK4a-pozitive / probe pl6INK4a-negative
creste cu stadiul leziunii neoplazice. Supraexpresia proteinei
pl6INK4a este caracteristica alterarilor displazice si neoplazice a
epiteliului cervical. Procentul de probe pozitive p16INK4a creste
in sensul: CIN I - CIN II - CIN III - carcinom invaziv.

Toate stadiile CIN si carcinom analizate au fost heterogene in ce
priveste expresia p16INK4a.

Fenotipul imunohistochimic difuz in citoplasma (considerat de
alti autori ca negativ) l-am asociat s-a intalnit frecvent in stadiile
avansate.

Imunohistochimia pl6INK4a este un marker valoros in
diagnosticul leziunilor neoplazice. Poate face distinctia intre
displazia cervicala de grad inalt si mimetismele benigne ca atrofia
cervicala, metaplazia scuamoasa imatura si leziuni inflamatorii
reactive. Data fiind specificitatea p16INK4a in detectia leziunilor
neoplazice de grad inalt, aplicatiile sale in acest context sunt
foarte utile pentru detectia displaziei de grad inalt si interventiile
chirurgicale ulterioare.

Sunt necesare studii realizate la scala largd pentru a examina
utilitatea clinicA a imunocoloratiei pl6INK4a in identificarea
leziunilor de grad scazut cu risc crescut de progresie (studiul

nostru retrospective realizandu-se pe un numa mic de cazuri).

Cuantificarea expresiei pl6INK4a in preparatele citologice la nivel de

ARN mesager, realizata pe lavaje provenite de la femei cu varste

cuprinse intre 17-55 ani a demonstrat ca:

» Nivelul expresiei p16INK4a s-a corelat cu severitatea bolii

>

Prezenta p16INK4a s-a corelat in special cu prezenta HPV de risc
crescut (p=0.044). Existd o asociere intre expresia pl6INK4a in
leziunile de risc scazut si prezenta HPV de risc crescut, desi

aceasta este departe de a fi o corelatie perfecta (confirmata prin
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analiza imunocitochimica). Nivelul de expresie al p16INK4a a fost
dependent de tipul HPV.

» Deoarece biopsia este o metodd de studiu invaziva si detectia
imunohistochimica este restrictionatd la leziunile care sunt
morfologic suspicionate de existenta unor leziuni neoplazice
cuantificarea expresiei p16INK4a la nivel de ARNm si proteina in
lavajele cervicale pot fi biomarkeri utili in detectia leziunilor cu
capacitate de transformare.

» pl6 INK4a reprezinta un biomarker promitator, deoarece expresia
sa reflecta atat prezenta HPV oncogen cat si dereglarea functionarii
normale a ciclului celular.

9. Expresia hTERT ca potential marker de diagnostic:

» Numarul cazurilor la care s-a observat expresia hTERT a crescut
cu severitatea leziunii intraepiteliale

» HPV a fost prezent in 84% din cazurile analizate, dar numai in
40,48% dintre acestea s-a observat expresia hTERT.

» Asocierea directd intre expresia hTERT, prezenta HPV de risc
crescut, ca si cresterea severitatii displaziei, sugereaza ca activarea
hTERT poate fi un mecanism central prin care infectiile
HPVconduc la transformarea maligna.

» Analiza expresiei hTERT poate fi utilizatd in diagnostic pentru a
scadea rezultatele fals-negative in probele citologice dar numai ca
adjuvant rezultatele necesitdnd corelarea cu trasaturile

morfologice.
10. Expresia K-ras - marker al leziunilor displazice si canceroase:
> Prezenta mutatiilor in 39,5% din cazuri sugereaza un posibil rol al

K-ras in procesul de carcinogeneza, mutatiile in codonul 12, cu

activarea oncogenei, putand constitui un prognostic nefavorabil.

» Daca nivelele de expresiei ale pl6INK4a au crescut gradual cu

severitatea leziunii, in cazul expresiei ARNm ras aceasta situatie



nu se respecta, dar expresia ras in diferitele grupuri de studiu
comparativ cu grupul control a avut semnificatie stastistica.

prezenta infectiilor HPV de risc scazut nu conduce la cresterea
expresiei ras, aceasta ramanand la nivel bazal; expresia ras a fost
mai crescutd in prezenta HPV de risc crescut si in special in

infectiile unice cu HPVhr;

Analiza corelatiilor intre profilele de expresie ale celor trei gene

analizate in leziunile preinvazive si cancere a aratat existenta corelatiilor

pozitive in grupul HSIL/cancere pentru toate posibilitatile analizate:
pl6:ras, pl6:hTERT, ras:hTERT.

» prezenta expresiei pl6 corelatd cu prezenta hTERT
depisteaza stadiile precoce ale transformarii ccelulare.

> Expresia ras corelatd cu prezenta expresiei hTERT nu
permite depistarea sistematica a unei patologii neoplazice in

stadii precoce ci doar in stadii avansate de boala.

Obiectiv 2. - studiul unor markeri de monitorizare a pacientilor cu

cancere asocaite HPV si implicit de depistare a recidivei

1.

ADN HPV a fost detectat in 78,82% dintre carcinoamele celulare
scuamoase cu localizare laringo-faringiana analizate prin metoda

nested PCR.

Extinderea tumorala nu este influentatd de prezenta ADN HPV,
procentul de cazuri HPV pozitive fiind relativ asemanator in toate
grupele (T4- 81,25%; T3- 82,60%; T2- 72,22%; T1- 75%).

Simpla analizd histopatologica detecteaza metastazarea locala in
52,5% din cazuri, corelat cu extinderea tumorala.

Detectia ADN HPV in ganglioni (la pacientii care prezintda ADN
HPV16 la nivelul tumorii primare) completeaza dectia boalii
metastatice (in functie de care se poate stabili conduita

terapeutica).



10.

11.

Decelarea ADN HPV in ganglioni poate fi considerata un marker
de diagnostic (stadializare) si de monitorizare a pacientilor
din grupele de risc in cadrul neoplaziilor asociate HPV.

Prezenta ADN HPV in sange este corelatd cu prezenta
metastazelor locoregionale ceea ce ar putea sustine metastazarea
pe cale sanguina a cancerelor laringo-faringiene in acelasi timp
cu cea ganglionara.

Pacientii cu cancere ale cailor respiratorii superioare prezinta

defecte imunologice severe.

Profilurile citokinelor Thl si Th2 la pacienti cu cancere in sfera
ORL sunt aberante. Neoplaziile analizate conduc la conversia mai
mult sau mai putin generalizata a unui raspuns imun de tip Thl
la unul de tip Th2, considerat ineficient in apararea anti-
tumorala.

Comparatia intre profilul citokinic in plasma pacientilor cu
cancere ale cailor respiratorii superioare si subiectii control a
aratat ca pacientii cu cancere ale cailor respiratorii superioare au
un nivel crescut de citokine Th2 in timp ce variatiile citokinelor
Thl sunt inconsistente. Rezultatele au aratat o crestere
semnificativa in nivelurile citokinelor Th2 (IL-4, IL-6, IL-8, IL-10)
comparativ cu lotul control. In dezacord cu schimbarea catre
profilul citokinic Th2 a fost cresterea nivelurilor IL-2.

Pacientii cu tumori laringo-faringiene fara infectie HPV asociata,
au un prognostic mult mai sever comparativ cu cei la care s-a
decelat prezenta ADN HPV, sustinut de un profil citokinic
puternic inclinat spre TH2.

Atunci cand s-au analizat doar pacientii HPV pozitivi, s-a
observat ca prezenta ADN HPV in sangele pacientilor cu cancere
laringo-faringiene a fost asociatd cu accentuarea profilului
citokinic de tip Th2 ceea ce argumenteaza ipoteza ca celulele

decelate sunt celule epiteliale tumorale cu potential metastatic.



12. Luand in considerare ca aceasta conversie Thl la Th2 este

considerata ,primum movens” 1iIn dezvoltarea procesului
neoplazic, ar trebui schimbatd optica asupra strategiilor
antitumorale bazate in general pe rezectia chirurgicala a tumorii,
cu sau fara radioterapie/ chimioterapie asociata, care in acord cu
rezultatele noastre ar trebui sa fie insotita de o terapie de
imunomodulare, de prevenire sau de restabilire a dezechilibrelor

imunologice aparute.

Obiectivul 3: initierea unei culturi de celule ca model de studiu al

transformarii maligne

1.

cultura de celule a fost initiata dintr-o tumora de laringe de la un
pacient cu metastaze locoregionale si care ulterior a dezvoltat
recurente prin contiguitate si metastaze distale;

TV este o linie celulara aderenta in care s-a evidentiat prezenta
genomului HPV16, dar particulele virale nu au fost observate
utilizand microscopia de transmisie.

Morfologia este epitelioida cu rare celulele fibroblastice. Cultura
prezintd ratd de proliferarea crescuta, fapt demonstrat si de
procentul mare al markerilor de proliferare si activarea celulara:
CD71 -99,95%; HLA-DR - 75.68 %. In plus, prezintd capacitate
mare de autoregenerare demonstrata de clonele mari (>200 um),

cu forme neregulate.

TV produce in special citokine care sustin fenotipul metastazant
(TV secreta IL-6 si IL-8 la niveluri net superioare comparativ cu

HelLa - linie celulara de adenocarcinom cervical).

Celulele HPV pozitive pot produce citokine care regleaza
raspunsurile imune inflamatorii. Aceasta sustine ipoteza ca
abilitatea de a forma metastaze in situri secundare este datorata,
cel putin in unele cazuri, caracteristicilor celulelor tumorii

primare.



