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INTRODUCERE

Pielea umana normala reprezentata de (1) un epiteliu stratificat pavimentos denumit epiderm, cu
origine ectodermica, atasat la (2) derm, de origine mezenchimald si mai profund, la (3) hipoderm, este
considerata al doilea organ ca marime al corpului uman. Pielea este un organ vital. Epidermul reprezinta
prima linie de aparare fatd de posibilele raniri si se sprijind pe dermul subiacent. Intre epidermul si
dermul unui tegument normal existd o asa numitd zona junctionala dermo-epidermica (ZJDE), la nivelul
careia apare ca o infrastructurd anhista continud, cunoscutd sub numele de membrand bazala (MB), o
matrice extracelulara specializatd, foarte bine organizatd la nivel molecular, care separd si in acelasi
timp uneste epidermul la derm. Depletia sau posibilele deficiente functionale ale oricdrei componente
ale membranei bazale pot fi letale In anumite stadii de dezvoltare embrionara sau in timpul nasterii, sau
pot induce deteriorari ale functiei cutanate mai tarziu in viata. Pielea poate fi implicata in boli de piele
innascute sau dobandite. Existd doud categorii principale de cancer de piele: (1) melanom malign si (2)
nemelanom. Carcinomul bazocelular reprezintd aproximativ 80% din totalul cancerelor non-melanomice
ale pielii.

In ultimii ani, incidenta cancerelor de piele a crescut foarte mult, datorita expunerii la factorii de
risc din mediu si a neglijentei primelor semne, care de multe ori sunt leziuni premaligne. Cancerul este
considerat o boald ireversibila, in principal din cauza acumularii treptate a uneia sau a catorva mutatii si
/ sau a dereglarii oncogenelor si a genelor supresoare de tumori si a anomaliilor cromozomale. Acesta se
dezvolta ca un proces progresiv in mai multe etape in care celulele implicate suferda modificari genetice
consecutive si in colaborare cu celulele stromale dobandesc treptat schimbari fenotipice, astfel incat
celulele transformate vor creste rapid si necontrolat. Cu toate acestea, modificarile in celulele tumorale
nu sunt suficiente pentru generarea unei tumori, fiind necesar un micromediu stromal adecvat.

Majoritatea cancerelor umane au o origine epiteliala, reprezintdnd aproximativ 80%. Desi a
existat un interes deosebit de a cunoaste aspectele morfologice ale celulelor tumorale per se, exista inca
alte modificari infrastructurale necunoscute atit ale micromediului tumoral, cat si ale micromediului
extracelular care compun ecosistemul tumoral. Scopul acestei lucrari este de a cunoaste astfel de
anomalii particulare care sa insoteasca dezvoltarea tumorii si comportamentul celulelor tumorale. Aici
sunt prezentate unele observatii originale obtinute prin investigatiile electronomicroscopice ale
diferitelor probe tumorale din pielea umand implicatd in leziuni premaligne si in dezvoltarea

carcinomului bazocelular (CBC) si a carcinomului scuamocelular (CSC).

SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT

Ultima decadd a fost marcata de o constatare a cresterii statistice a incidentei cancerelor
tegumentare (atat a celor melanomice, cit si a celor nonmelanomice - inclusiv carcinomul bazocelular

si scuamocelular), fapt ce a motivat dezvoltarea de noi studii care sd permitd ulterior intelegerca



comportamentului acestor patologii si dezvoltarea unor noi abordari terapeutice. Multitudinea de

leziuni

premaligne, precum si clasificarea complexd a carcinoamelor au impus realizarea cat mai

acuratd a diagnosticului diferential, aspect in care teza de fatd contribuie semnificativ prin tehnicile

abordate. Astfel, cercetirile dezvoltate au atit un aspect teoretic cat si unul practic, de diagnostic

diferential, prognostic si chiar o evaluare stadiala.

Scopul al acestui studiu a fost descoperirea si intelegerea unor noi aspecte de ultrastructura ce

apar in cazurile de carcinom bazocelular si scuamocelular investigate de noi, pe baza datelor clinice

furnizate.

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7

8)
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10)

Principalele obiective ale prezentei teze de doctorat au fost:

elaborarea unui studiu comparativ in ce priveste eventualele anomalii ultrastructurale constatate
in cazurile de leziuni benigne studiate (in tranzitia spre fenotipul premalign), care sd permita
descifrarea modificarilor infrastructurale subtile care insotesc transformarea maligna;

observarea modului in care modificirile micromediului exercitd o influentd directd asupra
epiteliilor adiacente si contribuie la o mai buna intelegere a transformarii maligne, prin
observarea alterarilor aparute la nivelul zonei de jonctine dermo-epidermice in cazurile de
leziuni premaligne examinate;

examinarea electronomicroscopica a probelor de piele de la pacienti diagnosticati cu carcinom
bazocelular si scuamocelular, in vederea urmaririi modului in care se pastreaza sau nu fenotipul
specific al keratinocitelor;

urmdrirea distributiei componentelor moleculare ale diferitelor infrastructuri din celulele
tumorale de la interfata tumora — stroma peritumorald;

detectarea prezentei telocitelor ca un fenotip distinct de celule interstitiale in interiorul stromei
tumorale din CBC, respectiv din CSC, cu urmdrirea stabilirii de jonctiuni homo- si
heterocelulare si a transferului de microvezicule cu rol in semnalizarea celulara;

observarea unei posibile implicari a telocitelor in inducerea alterarii comunicarilor celule-celule
in stroma peritumorala si ulterior in Intreaga masa tumorala;

constatarea unor eventuale aspecte ultrastructurale polimorfe ale alterarii jonctiunilor celule-
celule si celule-matrice extracelulard in carcinomul bazocelular, care pot pregati celulele
tumorale pentru cresterea lor invaziva;

compararea rezultatelor investigatiilor TEM si IEM in ce priveste mentinerea/pierderea
polaritatii celulelor epiteliale;

observarea localizarii unor molecule hemidesmozomale conectoare pentru citoschelet;
constatarea relevantei tuturor acestor modificari in ce priveste stabilirea capacitatii invazive a

celulelor tumorale din interiorul stromei peritumorale.



STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat intitulata “Investigatii privind alterdrile ultrastructurale si moleculare ale
interfetei tumord-stromd peritumorald in carcinomul bazocelular si carcinomul scuamocelular”
contine 298 pagini si este impartitd in doud parti: “Fundamentarea teoretici a cercetarii’ si
“Rezultatele cercetirilor personale”. Lucrarea este structuratd 1n sase capitole, din care
“Fundamentarea teoretica a cercetirii” cuprinde 97 de pagini si contine generalitati cu privire la
histologia si ultrastructura normald a tegumentului, patologia tegumentului cu date de epidemiologie,
etiologie, geneticd si clasificare atat pentru leziunile non-maligne, cdt si pentru carcinoamele
nonmelanomice, dar si aspecte terapeutice in tumorile de piele. “Rezultatele cercetarilor personale”
se extind pe 160 de pagini si este alcatuitd din capitolele care descriu materialele si metodele utilizate,
rezultatele si discutiile pe baza acestora, concluziile obtinute in urma investigatiilor realizate. Lucrarea
cuprinde 158 de Figuri, din care 139 originale, la care se adaugd 9 scheme si 2 tabele. La final se

adauga bibliografia si lista lucrarilor stiintifice publicate din subiectul tezei de doctorat.

MATERIAL S| METODE

Conceperea si elaborarea acestei teze de doctorat a implicat experienta vastd a conducatorului
de doctorat, dar si cea personald acumulatd in cadrul cercetérilor stiintifice desfasurate (incluzand si
consultarea literaturii stiintifice din domeniul biomedical ce se afld intr-o continuid dinamica si
dezvoltare).

Materialul biologic reprezentat de fragmente de piele umana prelevate chirurgical din zonele
afectate de leziuni premaligne, carcinom bazocelular, respectiv carcinom scuamocelular, au fost
realizate cu margine de sigurantd. Dr. Juravle Florin-Daniel, medic primar chirurgie plastica,
microchirurgie reconstructiva si esteticd, a realizat operatiile chirurgicale, iar furnizarea probelor a
implicat acordul informat al pacientilor. Datele referitoare la pacienti au fost preluate din foile de
observatie corespunzatoare.

Din totalul de 62 de probe biologice prelevate de la 58 de pacienti, 46 sunt din leziuni non-
maligne, 14 sunt carcinoame bazocelulare, iar 2 sunt carcinoame scuamocelulare Tehnicile si
protocoalele utilizate in analiza materialului biologic au fost tehnici de histologie, microscopie
electronica in transmisie §i imunoelectronomicroscopie.

Protocolul de prelucrare a probelor in vederea investigatiilor la microscopul electronic in
transmisiec (TEM) s-a desfasurat conform celui standard (Ploaie si Petre, 1979), iar cel de

imunoelectronomicroscopie a fost cel de dubla-imunomarcare.



REZULTATE $I DISCUTII

A. INVESTIGATII ULTRASTRUCTURALE iN LEZIUNILE CUTANATE PREMALIGNE

1. KERATOZA SEBOREICA

Analiza electronomicroscopicd a specimenelor recoltate chirurgical de la un pacient care
suferd de keratoza seboreicd, a ardtat cid de obicei la nivelul zonei de jonctiune dermo-epidermice
(ZJIDE) o membrana bazald continua separa epidermul de dermul fibrotic (Fig. 1) (Mirancea,

Morosanu si colab., 2011).

Fig. 1 - O membrana bazald continua (sageti) separd epidermul de dermul fibrotic. Keratoza seboreicd (dupd Mirancea,
Morosanu si colab., 2011).

Membrana bazalid prezintd lamina Ilucida distinctd si continud, dar si lamina densa, iar
filamentele intermediare conecteazd jonctiunile hemidesmozomale normale. ZJDE prezintd insa si
anomalii infrastructurale in unele locuri, cu portiuni redundante ale membranei bazale (Mirancea,
Morosanu si colab., 2011). Am putut constata lipsa hemidesmozomilor de-a lungul unor profiluri ale
ZJDE, sau componente infrastructurale rezultate din destructurarea hemidesmozomilor (Fig. 2, 3). De
asemenea, pot fi observate vezicule de trafic derivate din membranele plasmatice (caveole

endocitotare, vezicule acoperite cu clatrind) (Fig. 4, 5) (Mirancea, Morosanu si colab., 2011).
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Fig. 2 - La profilul bazal al unui keratinocit bazal (BK), pot fi vazute rimasitele jonctiunilor hemidesmozomale, aici vizibile sub forma unui
material dens amorf (asteriscuri), la care ajung unele filamente de keratina (sageti). La nivelul jonctiunii dermo-epidermice (linia discontinua
intrerupta) este vizibil un material amorf depus, probabil o depozitare de membrand bazald (stelutd neagrd). Keratozdseboreica (dupa
Mirancea, Morosanu si colab., 2011).

Fig. 3 - Toate anomaliile ultrastructurale descrise mai sus la Fig. 2 sunt mai bine vizibile pe un alt profil al zonei de jonctiune dermo-
epidermice. Keratoza seboreica (dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2011).

Fig. 4 - O veziculd acoperita cu clatrind in interiorul keratinocitelor bazale. Keratoza seboreicd (dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2011).
Fig. 5 - Veziculele endocitare din apropierea membranei plasmatice a unui keratinocit bazal se indreapta cétre stroma. Keratoza seboreica
(dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2011).

KS este tumora benigna fara potential malign (Hafner si colab., 2010), dar s-au raportat unele
cazuri medicale cand KS a dus la dezvoltarea carcinomului bazocelular (Akasaka si Kon, 1997) sau a
melanomului malign (Zabel si colab, 2000), fara a se cunoaste daca este doar coincidenta sau daca are
loc o transformare malignd. Modificérile ultrastructurale de la nivelul zonei de jonctiune
dermoepidermice (ZJDE) din KS le imitd pe cele descrise in carcinomul bazocelular si cel
scuamocelular (Mirancea, Serban si colab. 2009; Mirancea, Morosanu si colab. 2010).

In urma examindrii electronomicroscopice, am putut observa in cazul KS existenta

telocitelor, un fenotip special de celula stromala, telocite pe care le-am identificat si descris pentru

prima dati in KS (manuscris in preparare). De reguld, in KS telocitele prezintd una sau doua extensii

telopodiale (Fig. 6). Telocitele au un nucleu eucromatic, in care uneori se distinge un nucleol (Fig. 6).
In ciotoplasma telocitelor, principalele organite citomembranare sunt concentrate in vecinitatea

nucleului.



Fig. 6 — Telocit bipolar, ce prezintd doua telopode (sdgeti) si un nucleu eucromatic (N) nucleolat (n). Cg — colagen. Keratoza
seboreica. Proba T3.

2. HEMANGIOMUL CAVERNOS

Sectiunile semifine de la pacientii cu hemangiom cavernos analizate la microscopul optic, au

aratat o multime de capilare mari si neregulate ca structura, cu pereti anormal de subtiri care sunt
predispusi la pierderi (Mirancea, Morosanu si colab., 2011).

Pe sectiunile ultrafine examinate la microscopul electronic in transmisie s-a observat

prezenta celulelor rosii sanguine extravazate in interiorul stromei dermice, sub epidermul displazic
spre anaplazic. Aproape toate keratinocitele si-au pierdut fenotipul epitelial: lipsesc jonctiunile
desmozomale sau sunt precare, filamentele intermediare sunt absente, membrana bazald lipseste la
interfata dermo-epidermica si nu se poate detecta jonctiunea hemidesmozomala.

Eucromatina este reprezentatd prevalent in interiorul majoritatii nucleilor celulelor epiteliale si
pot fi vazuti nucleoli uriasi (Fig. 7). La o marire mai mare, celulele rosii sanguine extravazate sunt in
contact direct cu celule epidermice displazice pana la anaplazice.

Nu este interpusi o membrand bazald. Pot fi detectate reziduuri ale unei jonctiuni
hemidesmozomale reprezentate de placa externd. Niciun filament intermediar nu a atins polul bazal
(Fig. 8). In Fig. 9 prezinti un profil scurt la jonctiunea dermo-epidermica unde stroma fibroasa se afla
in contact direct cu keratinocitele bazale. Jonctiunile desmozomale sunt de asemenea afectate, iar

filamentele de citokeratind se contecteaza rar sau deloc cu aceste jonctiuni intercelulare.
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Fig. 7 - Celule rosii sanguine extravazate (RBC) in interiorul stromei dermice sub epidermul displazic pana la anaplazic. Keratinocitele
aproape si-au pierdut fenotipul epitelial: lipsesc jonctiunile desmozomale sau, atunci cand sunt prezente, sunt precare. Filamentele
intermediale sunt absente. Sdgeata marcheaza o celuld anaplazica cu un nucleu imens si steluta marcheaza o celula apoptotica. Mai mult,
membrana bazald lipseste la interfata dermo-epidermica (linia neagra intreruptd) si nu poate fi detectata nicio jonctiune hemidesmozomala.
Hemangiom cavernos (dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2011).

Fig. 8 - Detaliu din zona incadratd in Fig. 7. Celulele rosii sanguine extravazate (RBC) sunt in contact direct cu celulele epidermice
displazice pand la anaplazice. Nu este interpusd nicio membrand bazald. Zona incercuitd delimiteazd o rdmadsitd a unei jonctiuni
hemidesmozomale reprezentate de placa externa. Niciun filament intermediar nu ajunge la polul bazal. Hemangiom cavernos (dupa
Mirancea, Morosanu si colab., 2011).

Fig. 9 - Un scurt profil la nivelul jonctiunii dermo-epidermice. Stroma fibrotica vine in contact direct (sdgeti) cu un keratinocit bazal (BK).
Hemangiom cavernos (dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2011).

Unele celule epiteliale au fost angajate intr-un proces apoptotic. De-a lungul contactelor
intercelulare, nu pot fi detectate jonctiuni desmozomale. Uneori, poate fi detectat canalicul
intracelular. Toate aceste anomalii infrastructurale ofera un suport real pentru diagnostic: epidermul
apare ca un epiteliu displazic pana la anaplazic. Anomaliile microvasculaturii sanguine au condus la
formarea unor zone hemoragice extinse afrontate cu epiteliul epidermic (Mirancea, Morosanu si
colab., 2011). Fara bariera normala reprezentatd de peretele endotelial si membrana bazala asociata si
absenta pericitelor, factorii paracrini vor induce un efect foarte intens si nelimitat asupra epidermului.
Astfel, membrana bazald si jonctiunile hemidesmozomale sunt primele tinte pentru enzimele litice.
Actiunea agresivd a acestui tip de factori paracrini eliberati ugor de catre celulele sanguine extravazate
(Mueller si Fusenig, 2004) la celulele epidermice, conduce la schimbarea fenotipului epitelial:
jonctiunile celule-celule si celule-matrice extracelulard sunt distruse, citoscheletul reprezentat de

filamente de citokeratind a disparut, ceea ce a condus la depolarizarea celulara.



B. INVESTIGATII ULTRASTRUCTURALE S| MOELCULARE IN CARCINOMUL BAZOCELULAR S|

SCUAMOCELULAR

1. CARCINOMUL BAZOCELULAR

a) Alterarile ultrastructurale de la interfata tumora-stroma peritumorala

In aceasti teza de doctorat am studiat modificarile dinamice ale fenotipurilor carcinoamelor
(carcinomul bazocelular - CBC si carcinomul scuamocelular - CSC), urmarind alterarile de la interfata
tumora-stroma peritumorald, de la nivelul stromei peritumorale dar si al jonctiunilor desmozomale si
hemidesmozomale. Astfel, am observat ca fenotipurile celulelor tumorale din ambele tipuri de
carcinom erau sever alterate, pastrand totusi unele infrastructuri care amintesc de originea lor
epiteliala.

In cazul perturbarilor apirute in distributia moleculelor din componenta MB si a
hemidesmozomilor, are loc depolarizarea epiteliului, cu angajarea acestuia in proliferare maligna.
Tumorile dezvoltate de epiteliul epidermic la interfata tumora-stroma au aratat un front neregulat al
cresterii, constatandu-se afectarea foarte severa a stratificarii celulare si in consecinta are loc pierderea
polaritatii celulelor (Mirancea, Morosanu si colab., 2010).

In CBC, filamentele de keratini sunt sever afectate (nu conecteazi membrana plasmatici

bazald a celulelor tumorale afrontate la stroma tumorii), deoarece hemidesmozomii sunt defecti, sau
lipsesc (Morosanu si colab., 2013) (Fig. 10, 11, 12). In urma examinrii electronomicroscopice, am
observat uneori resturi ale jonctiunilor hemidesmozomale, iar filamentele intermediare pot fi vazute
sub forma de manunchiuri perinucleare sau rare filamente de citokeratina (Mirancea, Morosanu si
colab., 2011). Deoarece desmozomii sunt de asemenea sever afectati sau lipsesc, tonofilamentele au
format conglomerate de filamente de keratind care au captat si internalizat desmozomi in interiorul
citoplasmei. Datoritd alterdrii jonctiunilor intercelulare, inclusiv internalizarea desmozomilor,

spatiile intercelulare devin anormal marite.
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Fig. 10 - Polul bazal de la doud celule tumorale cu nuclei eucromatici (N). Sdgeata albd marcheazi o jonctiune desmozomald deficienta.
Limita dintre celulele tumorale si stroma peritumorald este delimitata de puncte negre. (x 13.200). CBC (dupa Mirancea, Morosanu si
colab., 2010).

Fig. 11 - Polul bazal al unei celule tumorale. Filamentele de keratind (KF) nu ajung la hemidesmozomii defecti (sdgeti). N = nucleu. (x
24.300). CBC (dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2010).

Fig. 12 - Detalii pentru hemidesmozomii defecti (sigeti) care nu prezintd placi interioare si in consecintd, filamentele de keratina (KF) nu
reusesc sa conecteze hemidesmozomii (x 65.000). CBC (dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2010).

Fenotipul de ,,conduit system” identificat pentru prima datd de noi in carcinomul bazocelular
este unul particular intrucat, diferit de alte ,,conduit systems” raportate pana acum in literatura de
specialitate in alte tipuri de tesuturi ca avand o membrana bazala ce separd matricea fibrilara amorfa
de restul tesutului, cel descris de noi nu prezintd o membrana bazald vizibila, izolarea matricei sale
fiind realizata de celulele tumorale care inca sunt solidarizate intre ele prin jonctiuni desmozomale si
care formeaza peretii acestuia (Fig. 13). Aceste structuri unice par sa joace un rol important pentru

transportul fluidelor si a unor molecule solubile cu greutate redusa, precum chemokinele (Sixt si

colab., 2005; Roozendaal si colab., 2008; Roozendaal si colab., 2009).
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Fig. 13 - In interiorul masei tumorale, exist ,,conduit systems™ particulare (stelute mari 1 si 2) delimitate de celulele tumorale (K1-K5) care
pastreaza in continuare niste filamente intermediale de keratina (KIF) si jonctiuni desmozomale (zone eliptice). ,,Conduit systems” cu un
miez reprezentat de fibrile de colagen in sectiune transversala sunt delimitate de membranele plasmatice ale celulelor tumorale (sageti). Pot fi
vazute spatii goale in interiorul fiecarui ,,conduit system ”(asteriscuri) (manuscris in preparare). CBC.

La nivelul interfetei tumora-stroma peritumorala se observa disolutia membranei plasmatice
a celulelor tumorale, ceea ce a contribuit la formarea microveziculelor membranare.

Procesul de recombinare de membrane este un tip special de comunicare intercelulara, prin
intermediul caruia, la locul afrontarii plasmalemelor celor doua celule are loc o disolutie, ce permite o
comunicare deschisa intre celule (Mirancea si colab., 2013). Celulele canceroase pot fuziona cu celule
normale (stromale, epiteliale, macrofage), dar si cu alte celule canceroase, rezultand hibrizi ce prezinta
noi proprietati (Mohr si colab., 2015) si heterogenitate crescutd (Coward si Harding, 2014).

Unele celule tumorale au prezentat microvezicule membranare sau numeroase infrastructuri

asemanatoare lizozomilor (Fig. 14, detaliu in Fig. 15) (Mirancea, Serban si colab., 2009).

Fig. 14 - Polul bazal al catorva celule tumorale epiteliale bazocelulare (TC1-TC3) la interfata cu stroma asociatd. Zona incercuitd de linii si
puncte circulare negre descrie un sector modificat al polului bazal al celulei tumorale TC1 prin eliminarea veziculelor. In interiorul unei alte
celule tumorale (TC2) pot fi detectate numeroase infrastructuri asemanatoare lizozomilor (zona elipsoidala alba); Fbl = fibroblast; (x
10.500). CBC (dupa Mirancea, Serban si colab., 2009).

Fig. 15 - Zona mirita a celulei tumorale TC1 din Fig. 14. Filamentele de keratind (KF) nu ajung la polul bazal din cauza lipsei placii interne
a hemidesmozomului (zona incercuita) (x 10.500). CBC (dupa Mirancea, Serban si colab., 2009).
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In aproape toate cazurile noastre investigate de CBC, precum si CSC (Mirancea, Morosanu si
colab., 2013; Mirancea, Morosanu si colab., 2010), am detectat microvezicule eliberate de catre
celulele tumorale. Celulele canceroase elibereaza sau cantitati mari de microvezicule membranare care
pot fi transferate si la celulele netransformate (celulele stromale precum fibroblastii, celulele
endoteliale si celulele inflamatorii infiltrate). Astfel de evenimente pot contribui la angiogeneza
tumorala, precum si la migrarea tumorilor, invazivitatea si diseminarea ectopica pentru a dezvolta o
tumord secundara (metastaza), rezistenta la medicamente si ierarhia celulelor stem canceroase (Lee si
colab., 2011).

Unele zone ale epiteliului epidermic neoplazic au aratat prelungiri extinse ale celulelor care
patrund adanc in stroma peritumorald, iar membrana bazald si hemidesmozomii insotesc aceste
prelungiri (dar in unele zone lipsesc) denumite invadopodii. Din cauza fragilititii membranei
plasmatice, continutul celular tinde sd hernieze in stroma peritumorala. Uneori, polul bazal al celulei

tumorale este umplut cu o multitudine de vezicule asemanatoare lizozomilor si aparent goale.

b) Aspecte ultrastructurale ale stromei tumorale din imediata vecinitate a celulelor tumorale

Zona de jonctiune dermo-epidermica este grav alterata n timpul carcinogenezei epidermice,
astfel Incat, in concordanta cu progresia tumorii MB devine iluzorie sau chiar in dispare totalitate, ceca
ce constituie un semn distinctiv al unei evolutii nefavorabile a CBC.

In cadrul investigatiilor ultrastructurale efectuate prin TEM, am observat ca la interfata cu
stroma peritumorala asociatd, membrana bazala lipseste adesea, sau poate fi observat un material
amorf atagat la membrana plasmatica de la interfata cu stroma peritumorald. Uneori, limita dintre
celulele tumorale si stroma adiacentd pare liniara, dar nu poate fi detectatd nicio membrana bazala, iar
jonctiunile hemidesmozomale lipsesc in totalitate si, prin urmare, tonofilamentele nu ajung la polul
bazal al membranei plasmatice (Fig. 16). Deoarece MB lipseste, din loc in loc, celula tumorald emite
invadopodii care penetreaza adanc in interiorul stromei peritumorale. De-a lungul zonei periferice a
invadopodiului cu micromediul, inclusiv varful acesteia, nu pot fi vazuti hemidesmozomi si nici MB

(Fig. 17).
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Fig. 16 - Sector mic al unei celule maligne afrontate la stroma peritumorala. Linia punctatd marcheaza interfata dintre o celuld tumorala si
stroma peritumorala, unde nu poate fi detectata nicio membrana bazala. Lipsesc total jonctiunile hemidesmozomale. Tonofilamentele (tf) nu
ajung la nivelul polui bazal al membranei plasmatice, astfel incat un spatiu remarcabil (sdgeti cu doud capete) separa citoscheletul de profilul
bazal. CBC (dupa Morosanu si colab., 2013).

Fig. 17 - Un invadopodiu (inv) tumoral penetreaza profund in interiorul stromei peritumorale. De-a lungul zonei periferice a invadopodiului
cu micromediul, inclusiv varful (sdgeatd) acestuia, nu pot fi vazuti hemidesmozomi si nici membrana bazald. CBC (dupa Morosanu si
colab., 2013).

In cazul CBC, placile de ancorare sunt destructurate, fibrele de Cg VII fiind ectopic localizate

sau chiar lipsesc in totalitate.

Stroma tumorald este infiltratd masiv cu celule inflamatorii care si-au eliberat continutul
lizozomal (implicat in distrugerea matricei extracelulare adiacente) (Mirancea, Morosanu si colab.,
2013). in unele zone, celulele sanguine extravazate se amesteci cu celule tumorale invazive.
Permeabilitatea vasculara remarcata ce face ca celulele rosii si cele albe sa disemineze in interiorul sau
in spatiile peritumorale (Mirancea si Mirancea, 2010, a; Mirancea si colab., 2014; Constantin si colab.,
2015; Stratman si Davis, 2012), astfel ca celulele sanguine inflamatorii devin surse bogate de agenti
proinflamatori, o preconditie pentru statusul bine-cunoscut al tumorii ca o boald care nu se vindeca

(Dvorak, 1986).
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2. CARCINOMUL SCUAMOCELULAR

La nivelul interfetei tumora-stroma peritumorald in cazul CSC s-a observat cd in timp ce
portiuni de masa tumorald penetreaza in interiorul stromei, fasii de stromd penetreaza in interiorul
masei tumorale (Mirancea, Morosanu si colab., 2009).

Jonctiunile desmozomale dintre celulele tumorale adiacente ce se afla la interfata cu stroma
lipsesc sau sunt precare, iar spatiile intercelulare sunt umplute cu numeroase extensii celulare fine
(Fig. 18, cadru C). Conexiunea dintre desmozomi si tonofilamentele de keratind lipseste. Uneori,
membranele plasmatice afrontate provenite de la doud celule tumorale adiacente prezintd fenomenul
de recombinare de membrane asociat cu veziculele acoperite cu clatrina (Fig. 18, cadru A)

(Mirancea, Serban si colab., 2009).

TUMOR CELLS

STROMA

Fig. 18 - Ansamblu al polului bazal al unor celule tumorale afrontate intre ele sau cu stroma peritumorald. Spatiile intercelulare sunt mari.
Jonctiunile desmozomale aproape lipsesc, dar unde sunt prezente (zone eliptice in C), sunt afectate, iar legatura lor cu tonofilamentele
lipseste. Uneori, intr-o oarecare masurd, membranele plasmatice afrontate de la doud celule tumorale adiacente prezinta fenomen de
recombinare de membrani (cadre albe in A). In interiorul marginii unor invadopodii existi lizozomi; hemidesmozomii lipsesc (cadrul B) (x
19,000). CSC (dupa Mirancea, Serban si colab., 2009).

La interfata polului bazal al celulelor tumorale cu stroma peritumorald, membrana bazala
(MB) lipseste; foarte rar, pot fi detectate doar mici petice de material amorf bazal similar membranei
bazale. In interiorul unor invadopedii se afld lizozomi. Jonctiunile hemidesmozomale lipsesc si ele,
iar cand sunt prezente prezintd defecte la nivelul plécilor interne, astfel Incat conexiunea lor cu
filamentele intermediare de keratind este desfiintatd. Ocazional, pot fi detectati hemidesmozomi

precari si localizati ectopic (in pozitie bazo-laterald).
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Atat celule tumorale epiteliale, cat si stroma adiacenta suportd schimbari evidente ale interfetei
tumord-stroma. Celulele tumorale au prezentat procesul de eliberare a veziculelor la contactul lor cu
tesutul stromal. In interiorul stromei peritumorale, microvasele sanguine sunt foarte fragile, astfel
incat, pot fi detectate celule rosii si albe din sange in cantitati mari In imediata vecindtate a masei

tumorale, chiar si printre celulele tumorale.

C. TELOCITUL - un fenotip particular de celula interstitiala componenta a stromei tumorale

Avand in vedere interesul deosebit pe care il manifesta diferite laboratoare din intreaga lume
stiintifica pentru fenotipul celular recent descoperit cunoscut sub numele de telocit, in aceastd tezda am
acordat o importantd specialda cunoasterii ultrastructurii telocitului si a relatiilor sale homo- si
heterocelulare.

In piele, telocitele se gasesc in imediata vecinitate a fibrelor de colagen si a fibrelor elastice,
precum si cu celulele mast, fibroblastii, adipocitele, vasele de sdnge, nervii si in jurul clusterului de
celule stem de la nivelul bazei foliculului de par (,,bulge”) (Rusu si colab., 2012, a; Ceafalan si colab.,
2012). Telocitele se afld in principal in interiorul stromei fibrotice (peri)-tumorale. Cele mai multe
telocite pe care le-am observat apar ca celule bipolare avand un nucleu ovoid, cu eucromatina
predominanta; heterocromatina apare predominant atasatd la membrana interna a anvelopei nucleare
(Fig. 19). Corpul celular impreuna cu cele doua extensii celulare numite telopode are aproximativ 50
um. Adesea, reticulul endoplasmatic rugos (REG) este situat in imediata vecinatate a nucleului, iar

aparatul Golgi apare 1n regiunea perinucleara. Telopodele prezintd alternanta segmentelor dilatate

Fig. 19 - Un telocit bipolar are un nucleu ovoid cu eucromatind predominanti; heterochromatina apare predominant atagata la membrana
interna a anvelopei nucleare. Corpul celular impreuna cu cele doua extensii celulare (telopode) (sageti rosii) masoara aproximativ 50 um; un
telopod este foarte lung. Un telopod extrem de lung (varfuri de sageti albe) apartindnd unui alt telocit al carui corp celular (inclusiv nucleul)
nu este vizibil, se desfasoard in paralel cu telocitul nucleat. Reticulul endoplasmatic rugos (RER) este situat in imediata vecinatate a
nucleului (A). In (B), un detaliu pentru telopodul lung (sigeti rosii) arati alternanta segmentelor dilatate (podomi) si a segmentelor subtiri
(podomere) (acolada). Fbl = Fibroblast. (A) si (B) colorate digital in culoarea verde. CBC (dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2013).
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Uneori, membranele plasmatice ale celor doud telocite conectate (o jonctiune homocelulara)

devin fuzionate si realizeaza fenomenul de recombinare a membranelor plasmatice. In studiul

actual, nu am identificat telocite in contact direct cu celulele tumorale sau celulele stem canceroase
putative, iar telocitele apar localizate la diferite distante fatd de celulele maligne ale tumorii (Mirancea,
Morosanu si colab., 2013).

Telocitele din stroma tumorali a CBC si CSC sunt capabile sa realizeze (1)

comuniciri/jonctiuni_directe celuld-celulda (a) homocelulare (sinapse somatice/stromale) sau (b)

heterocelulare (sinapse somatice/stromale intre doud sau mai multe telocite adiacente), precum si (2)

comuniciri indirecte celuli-celuli prin eliberare de microvezicule (Mirancea, Morosanu si colab.,

2013), iar uneori un telocit poate realiza concomitent jonctiuni homocelulare cu alt telocit si jonctiuni

heterocelulare cu alte tipuri de celule.

1. Comunicari/jonctiuni directe celula-celula

(homocelulare si heterocelulare)

In tesuturile normale, telocitele realizeaza sinapse stromale Intre ele - jonctiuni homocelulare

si cu alte tipuri de celule - heterotipice (Popescu si Faussone-Pellegrini, 2010; Gherghiceanu si
Popescu, 2012; Rusu si colab., 2012, a, b). Jonctiunile intercelulare pe de o parte, si cele dintre celule
si matricea extracelulard pe de alta parte, joacd un rol-cheie in cresterea celulelor, morfogeneza
tisulard, mentinerea polaritatii celulei, precum si in fiziopatologia tesuturilor, inclusiv reinnoire si

reparatie (Mirancea, Morosanu si colab., 2013).

< Jonctiuni homocelulare

Spatiul intercelular, care separd doud telocite implicate intr-o jonctiune homocelulari

somaticd, se afld in intervalul de interactiune macromoleculara (cca. 10-30 nm) (Mirancea, Morosanu
si colab., 2013). Unele telocite stabilesc sinapse stromale la capetele teleopodelor lor (Fig. 20).
Aspecte ultrastructurale detaliate ale sinapselor somatice realizate prin apozitia telocitelor
»end-to-end”, au aratat ca un material dens electronomicroscopic este atasat la fata internd a
membranelor plasmatice (pléci interioare) ale ambelor telocite (nu se cunoaste compozitia moleculara
a unor astfel de placi interne) (Mirancea, Morosanu si colab., 2013). Un telocit poate dezvolta

concomitent jonctiuni homo- si heterocelulare.
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Fig. 20 - Concatenarea bidimensionala (2-D) secventiatd a 18 imagini electronice in serie. in interiorul tesutuluui dermal peritumoral cutanat
din CBC al pielii, trei telocite sunt conectate intre ele prin jonctiuni homocelulare/sinapse stromale (zone cu cercuri rosii). Corpul nuclear al
telocitelor nu este vizibil. Cel mai lung telopod a masurat aprox. 55 um. in (A) este un detaliu pentru un telopod subtire (acolada) al
telocitului TC2 conectat printr-o sinapsi somatica (zond inceruitd) cu telocitul TC3 (colorat digital cu verde). in (B) este detaliu pentru zona
inceruita cu alb punctat din Fig. 119, care prezinti vezicule acoperite cu clatrind (sdgeti rosii) (colorate digital cu roz). In (C), telocitul TC2
face sinapse cu TC1 si o terminatie nervoasa libera (colorata digital cu albastru). CBC (dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2013).

+ Jonctiuni heterocelulare
Lucriérile recent publicate (Gherghiceanu si Popescu, 2012; Rusu si colab., 2012, a; Popescu si

colab., 2005) au raportat ca telocitele formeaza un tandem structural cu celulele mastocite. Celulele
mastocite sunt considerate rezidenti ai tesuturilor constitutive si sunt jucatori foarte importanti in
fiziopatologie datoritd cantitatii mari de mediatori inflamatori depusi in interiorul granulelor
citoplasmatice. Se pare cd lipsa jonctiunilor heterocelulare telocite-celule mastocite din stroma
tumorala poate fi implicatd in supraexprimarea mediatorilor inflamatori. Limitarea jonctiunilor
heterocelulare ale telocitelor sugereaza o posibila implicare in inducerea alterarii comunicérilor celule-
celule in stroma peritumorald si ulterior in Intreaga masd tumorald, ceea ce favorizeaza
comportamentul invaziv.

Investigatiile ultrastructurale in cazurile investigate de CBC au indicat prezenta contactelor
heterotipice ale telocitelor cu mastocite, cu celule musculare striate, cu macrofage (Fig. 22) si cu nervi
periferici sau terminatii nervoase libere (Fig. 21). Spre deosebire de pielea normala (Rusu si colab.,
2012, a; Ceafalan si colab., 2012), am observat cd, cu exceptia unor contacte directe Intre telocite si
macrofage, jonctiunile celulare homo- si heterotipice ale telocitelor sunt foarte limitate.

Carenta numericd a telocitelor in sine, dar in special scdderea numericd a jonctiunilor
heterocelulare pot fi asimilate cu pierderea functiei la nivelul homeostaziei tisulare (la nivel stromal).

In cazurile investigate de CBC existi o reducere a jonctiunilor heterotipice ale telocitelor cu
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fibroblasti, celule mastocite, celule endoteliale, nervi si In consecintd, anomalii ale regenerarii si/sau

Fig. 21 - Douai telocite (TC1 si TC2) sunt conectate prin jonctiune homocelulard (zond incercuitd). Sunt vizibile jonctiunile heterocelulare
(patratul punctat), inclusiv jonctiunile sinaptice dintre telocitul TC2 si o terminatie nervoasa. in interiorul terminatiei nervoase, sunt vizibile
vezicule presinaptice polimorfe (sageti albe). Este vizibil un profil relativ lung al cleftului sinaptic ca o gaura ingusta de cca. 30-50 nm
delimitat de axolema presinaptica (sigeti negre) si membrana plasmatica a telocitului 2 (sdgeti rosii) in pozitie celulard postsinaptica. in
chenar: placi electronodense (sageti galbene) sunt vizibil atasate la fata internd a membranei plasmatice la nivelul jonctiunilor homocelulare.
Sageata rosie indica o placa electronodensa apartinand telocitului, in timp ce sageata neagra indica o placd usor densa atasata la membrana
plasmatica a terminatiei nervoase. CBC (dupa Mirancea, Morosanu si colab., 2013).

Fig. 22 —Relatie heterotipica (cercuri galbene) intre un telocit nucleat (N), stabilita intre telopodul sdu si un macrofag. Proba T52. CBC.
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2. Comunicarea indirecta celula-celula mediata de microvezicule membranare

Prin telopodele lor, telocitele elibereaza microvezicule mici (diametru mediu de 180 nm) sub
forma de microvezicule membranare singulare sau de rezerva (Fig. 23). Micro- si macromoleculele
eliberate din microvezicule au rol paracrin, in semnalizarea pe distante lungi prin transmiterea de
semnale la celulele vecine (Popescu, 2011; Gherghiceanu si Popescu, 2012). Microveziculele
membranare sunt implicate n unele procese fiziopatologice prin traficul de suprafata al membranei si
prin transferul pe orizontald al proteinelor si al ARN-urilor intre celulele adiacente sau cele vecine -
efecte paracrine In scopul de a efectua modificari rapide ale fenotipului necesare unei varietdti de
conditii (Coccuci si colab., 2009).

Veziculele extracelulare eclibereate de catre telocite pot juca un rol in comunicarea
intercelulard, semnalizarea celulard §i in mentinerea homeostaziei tisulare (Mirancea, Morosanu si

colab., 2013; Cretoiu si Popescu, 2014).

Fig. 23 — Imagine de ansamblu privind un telocit nucleat (N) in care se vad microvezicule in diferite stadii de eliberare in spatiul
extracelular. In detaliu se vede o vezicula pe cale si fie detasati de plasmalema telocitului (cerc rosu) si alta deja detasata (cerc galben).
Proba T52. CBC.

D. Investigarea alterarilor distributiei componentelor moleculare ale

interfetei tumora-stroma peritumorala prin IEM in CBC si CSC

In zona de jonctiune dermo-epidermicd, in tegumentul normal, hemidesmozomii $i membrana
bazala contribuie fundamental la mentinerea permanenta a adeziunii ferme a epidermului la derm.

in prezentul studiul, am acordat o atentie speciald investigarii alterdrilor ultrastructurale ale

hemidesmozomilor si de distributie a diferitelor componente moleculare ale acestora atat in tumorile

de carcinom bazocelular, cét si in carcinomul scuamocelular.
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Pentru evaluarea corectd a alterarilor de distributie a moleculelor esentiale care compun
hemidesmozomii, am utilizat in paralel specimene de piele umana normala.

Pentru evaluarea distributiei componentelor moleculare ale hemidesmozomilor, mai bine zis a
resturilor de jonctiuni hemidesmozomale care mai pot fi identificate la zona de afrontare a tumorilor
cu stroma adiacent, noi am procedat la urmarirea sistematica a acestora, evaluand prezenta, distributia
ectopicd sau absenta totald a diferitelor molecule din compartimentul intracitoplasmatic, din zona
transmembranard si din compartimentul extracelular (din stroma peritumorald adiacentd celulelor

tumorale).

e Pankeratina si Keratina 14

Imunoelectronomicroscopia aplicatd pe pielea umani sandtoasi a aratat reactii pozitive pentru

pankeratina si K14 a keratinocitelor bazale, atét in citoplasma superioara cat si in citoplasma bazald a
acestora, ceea ce demonstreazd o buna solidarizare a citoscheletului la hemidesmozomii de la polul
bazal, preconditie a mentinerii polaritatii keratinocitului bazal si a homeostaziei epidermei normale.
Cand imunoelectronomicroscopia a fost aplicata in cazul tumorilor maligne de CBC si CSC,
rectia imuna pentru pankeratini si K14 este absenti in citoplasma polului bazal din unele celule

adiacente stromei tumorale. Absenta semnalului in IEM pentru pankeratina si K14 la acest nivel se

coreleazi cu prezenta invadopodiilor emise de celulele tumorale vizibile in TEM la interfata cu
stroma adiacenta ce conduce la alterarea polaritatii celulare, preconditie a detasarii din constrangerile

tisulare si migrarii acestor celule.

e Plectina/HD1

Analiza TEM a aratat cd hemidesmozomii sunt defecienti pentru placa interna si, stiind ca
plectina (numita si HD1) este o moleculd conectoare pentru filamentele de keratind, prin IEM am
constatat ca In timp ce in cazul epidermei sanatoase in situ, plectina (HD1) este detectabila la nivelul
placii interne a jonctiunii hemidesmozomale, aceasta este slab reprezentata (Fig. 24), ectopic localizata
(Fig. 25) sau chiar absenta in cazul omoloagei celulare tumorale (CBC sau CSC) de la interfata cu
stroma peritumorala. Lipsa plectinei explica de ce filamentele citoscheletice de keratind nu intra in
invadopodii, ducand astfel la depolarizarea celulelor maligne si la facilitarea comportamentului
invaziv. Migrarea individuald sau a maselor celulare este un proces foarte important in timpul
morfogenezei, a vindecarii ranilor, precum si in timpul invaziei aberante si a metastazelor celulelor
maligne (Mirancea §i Mirancea, 1998; Wang si colab., 2005; Margulis si colab., 2006; Breitkreutz si
colab., 2009; Mirancea si colab., 2009).
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Plectina/HD1

Fig. 24 - HD1/Plectina detectat prin imunoelectronomicroscopie apare slab reprezentat, localizat aproape de pozitia normala (sageata).
Anticorp secundar conjugat cu aur coloidal de 10 nm. C Tum = celuld tumorala. S Tum = stroma tumorala. Stelutele galbene marcheaza
filamentele citoscheletice de keratina. CBC (Manuscris in preparare).

Plectina/HD1

HD 1 - Scarce & ectopic --> placa
interna

Fig. 25 - HD1/Plectina detectat prin imunoelectronomicroscopie este slab reprezentat si ectopic localizat, foarte departe de pozitia normala,
mult intracitoplasmatic (varfuri de sageti). Anticorp secundar conjugat cu aur coloidal de 10 nm. C Tum = celula tumorala. S Tum = stroma
tumorala. Filamentele citoscheletice de keratina sunt difuz orientate (imagine colorata digital cu albastru). CBC (Manuscris in preparare).

¢ Integrina a64

Reactia de imunodetectie la nivel ultrastructural pentru integrina concomitenta pentru catena
a6 si pentru catena f4 la nivelul invadopodiilor din CSC a fost negativa, desi, asa cum se vede in Fig.
26, cel putin pe anumite portiuni ale invadopodului, inca se disting hemidesmozomi cu placa densa

subbazala. La nivelul invadopodiilor care la examinarea TEM aratd disolutii ale plasmalemei pe
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portiuni extinse, nu se mai pot detecta nici macar resturi ale infrastructurilor hemidesmozomale,

reactia imuna este total absenta.

-

SCC - abp4-integrina

200 nm

Fig. 26 - Detaliu privind un invadopodiu (inv) emis de citre o celuld tumorala de carcinom scuamocelular in stroma peritumorald (S Tum).
Plasmalema invadopodiului este distrusa incat limita dintre invadopodiu si stroma peritumorala este iluziva (linia curba punctatd). Reactia de
imunomarcare pentru integrina a6p4 este negativa intrucat la nivelul resturilor de hemidesmozomi (zonele eliptice) din care se mai distinge
placa densa sub-bazala marcata de varful de sageata, nu se detecteaza nici o particula de aur coloidal (imagine colorata digital cu roz). CSC
(Manuscris in preparare).

e BPAG 2 (180 kDa)

In pielea umana normald, BPAG 2 (180 kDa) prezinta trei segmente: (1) intracitoplasmatic, (2)
transmembranar si (3) extracelular care intrd In compozitia filamentelor hemidesmozomale. La zona
de crestere invaziva a celulelor tumorale de CBC si CSC, reactia de imunodetectie prin [EM este

foarte slabé, cel mai adesea total negativa.

e Laminina V (LN V)

Reactia de imunodetectie a lamininei 5 prin imunoelectronomicroscopie apare bine reprezentata
ca intensitate si ca localizare la nivelul membranei bazale in pielea normali, dar a fost foarte slab
reprezentad, cel mai adesea lipsind total de la zona de afrontare a celulelor tumorale invazive in stroma

peritumorala, aspect care se coreleaza cu absenta MB la examinarea TEM.

e Colagenul de tip IV (Cg. IV)

Reactia de imunodetectie a colagenului de tip IV prin imunoelectronomicroscopie apare bine
reprezentatd ca intensitate si ca localizare la nivelul membranei bazale in pielea normala, prevalent

distribuit in lamina densa a MB, uneori fiind focal detectat si mai profund sub MB. Acest din urma
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aspect corespunde cu existenta unor placi mici de ancorare a unor fibrile de colagen de tip VII, fapt
raportat in literatura de specialitate. Evaluarea reactiei imune pentru colagen de tip IV in cazul CBC si
a CSC prin IEM este similard cu cea obtinuta pentru laminina (a fost foarte slab reprezentaa, cel mai
adesea lipsind total de la zona de afrontare a celulelor tumorale invazive in stroma peritumorald).

Desigur, si acest aspect s-a corelat cu absenta MB descrisa anterior prin investigarea cu ajutorul TEM.

e Colagenul de tip VII (Cg. VII)

Reactia de imunomarcare pentru colagenul de tip VII aplicata fragmentelor de piele umana
normald a dat un semnal pozitiv intens (Fig. 27) ceea ce arata ca fibrele de ancorare a epidermului la
derm sunt numeroase si asigurd o soliditate puternici a ZJDE. Diferit de situatia din tesutul cutanat
normal, reactia de imunomarcare prin IEM a colagenului de tip VIL, in fragmentele de tesut prelevat
din tumori de CBC sau CSC la nivelul de contact dintre celulele tumorale si stroma tumorala este
negativa ceea ce sugereaza ca sinteza si consolidarea fibrelor de ancorare reprezentate de colagenul de

tip VII nu se realizeaza la frontul de crestere invaziva a protruziunilor tumorale in stroma adiacenta.

Fig. 27 -Rectia de imunomarcare identificd colagenul de tip VII (particulele electronodense de sub membrana bazala care se pot vedea si in
dermul profund), constituient al fibrelor de ancorare a membranei bazale, implicit a keratinocitelor bazale (K B) la dermul subiacent (D).
Pentru intensificarea semnalului s-a aplicat metoda de reactie imuna indirecta urmata de reactia de autometalizare cu argint coloidal (silver
enhancement). Linia punctata arata jonctiunea dermo-epidermice. Varfurile de sdgeti indicd jonctiunile hemidesmozomale, sagetile rosii
marcheaza filamentele de ancorare, iar sagetile albastre indica fibrele de ancorare arcuate. Piele umana normala (Manuscris in preparare).

Din analiza comparativa a pattern-ului distributiei diverselor specii de molecule la nivelul
ZJDE din pielea umana normald cu cea de la zona de crestere invaziva a tumorilor, mai ales la
afrontarea unor celule tumorale cu stroma adiacentd, se constata ca acesta este dramatic schimbat.
Semnalul slab la imunodetectie care identifica sinteza diminuata cantitativ sau redistribuirea ectopica a
anumitor proteine si glicoproteine de la nivelul jonctiunilor hemidesmozomale si a MB ori absenta

totald a acestora demonstreaza clar ca la frontul de crestere invaziva se produc perturbari severe in

24



ceea ce priveste sinteza unor molecule specifice implicate in mentinerea integritatii jonctiunilor

hemidesmozomale si a membranei bazale.

CONCLUZII

Studiul efectuat in cadrul acestei teze de doctorat a facut posibila obtinerea unor rezultate
originale privind alterarile ultrastructurale si moleculare dinamice relevante la nivelul interfetei
tumord-stroma peritumorald in cazul unor (1) leziuni cutanate premaligne, in (2) carcinomul
bazocelular (CBC) si in (3) carcinomul scuamocelular (CSC).

Am selectat si analizat electronomicroscopic exhaustiv specimene de la pacienti
diagnosticati cu CBC cu un comportament invaziv si CSC cu cele mai semnificative alterari
ultrastructurale care documenteaza modul in care celulele tumorale ,,construiesc” si expun mecanisme
celular-moleculare de initiere si sustinere a invazivitatii $i de migrare pentru a ocupa teritorii ectopice
(colonizarea unor tesuturi distante fatd de tumora primard) si de a genera tumori secundare

(metastazare).

A. Leziuni cutanate premaligne:

1) Anomaliile ultrastructurale raportate in doud cazuri de leziuni benigne (keratoza seboreica si
hemangiom cavernos) in tranzitia spre fenotipul premalign oferd un model in situ ce permite
descifrarea modificarilor infrastructurale subtile care nsotesc transformarea maligna;

2) Analiza alterarilor severe ale zonei de jonctiune dermo-epidermice (ZJDE) in cazul de keratoza

seboreica (KS) si al epiteliului epidermic displazic pana la anaplazic ca un fenotip neobisnuit n

cazul hemangiomului cavernos (HC) contribuie la o mai buna intelegere a transformarii
maligne;

3) Aproape toate keratinocitele din ZJDE si-au pierdut fenotipul epitelial: jonctiunile
desmozomale sunt deteriorate sau nu pot fi detectate, putine filamentele de citokeratind se mai
conecteazd la aceste jonctiuni intercelulare;

4) La interfata cu stroma nu se pot detecta jonctiuni hemidesmozomale, iar membrana bazala
lipseste;

5) Capilarele sunt mari si neregulate ca structurd, cu pereti anormal de subtiri predispusi la
extravazarea celulelor sanguine in interiorul stromei dermice, sub epidermul displazic spre
anaplazic;

6) Am identificat pentru prima datd existenta telocitelor si am descris relatiile homo- si

heterocelulare pe care le realizeaza acestea in cazul KS si al HC.
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B. Carcinoame cutanate nonmelanomice (CBC si CSC)

Examinarile electronomicroscopice ale probelor de piele de la pacienti diagnosticati cu carcinom

bazocelular (CBC) au aratat ca keratinocitele transformate malign aflate la interfata cu stroma

peritumorald pierd fenotipul caracteristic al keratinocitelor epidermice.

D)

2)

3)

4)
S)

6)

7

8)

9)

La interfata dintre stroma fibrotica si celulele epiteliale tumorale, membrana bazala (MB) si
jonctiunile hemidesmozomale sunt sever alterate (pot fi detectate sub forma
hemidesmozomilor rudimentari de tip II) sau lipsesc complet pe zone mari,

jonctiunile desmozomale sunt in mare parte profund alterate iar uneori, desmozomii sunt
internalizati,

conexiunea filamentelor intermediare de keratina cu plicile desmozomale este abolita
incat filamentele citoscheletice pot fi vazute sub formd de manunchiuri redistribuite
perinuclear,

celulele tumorale de la interfata cu stroma emit invadopodii.

Investigatiile electronomicroscopice aratd ca unele celule tumorale prezintdi o fragilitate
ridicata a membranei celulare. Acest aspect anormal este documentat de numeroase imagini
care au surprins disocieri/destructurdari mai mult sau mai putin extinse ale plasmalemei
celulelor maligne, in special a celor afrontate cu stroma peritumorala.

Studiile noastre arata ca fragilitatea membranei celulelor tumorale in situ poate culmina cu
realizarea de recombiniri ale plasmalemei celulelor tumorale cu plasmalemele celulelor
stromale normale adiacente, rezultand celule hibride maligne-normale (celule himerice).
Noi consideram ca formarea unor celule hibride maligne-normale in sifu urmare a
recombindrilor de membrane mareste gradul de heterogenitate a tumorilor si de dificultate in
terapia carcinoamelor cutanate.

Structuri veziculare numite microvezicule extracelulare sunt eliberate de catre celulele
tumorale la interfata tumora-stroma.

Capilarele asociate tumorilor sunt uneori lipsite de membrana bazald si de pericite, prezinta

fenestratii astfel Incat celulele inflamatorii extravazate se amesteca cu celulele tumorale.

10) Am identificat si caracterizat din punct de vedere ultrastructural pentru prima data asa-numitul

w»conduit system” 1n interiorul tumorilor de carcinom bazocelular delimitate de celule tumorale;

11) Fenotipul de ,,conduit system” identificat pentru prima datd de noi in carcinomul bazocelular

este unul particular intrucat, diferit de alte ,,conduit systems” raportate pana acum in literatura
de specialitate n alte tipuri de tesuturi ca avand o membrana bazala ce separa matricea fibrilara
amorfa de restul tesutului, cel descris de noi nu prezintd o membrana bazald vizibila, izolarea
matricei sale fiind realizata de citre celulele tumorale care inca sunt solidarizate intre ele prin

jonctiuni desmozomale si care formeaza peretii acestuia.
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12) Prezenta unui asemenea sistem de canale labirintice care apar ca o extensie a matricei
peritumorale (continutul matricei este format in principal din colagen fibrilar) in interiorul unei
tumori rdmane un mister. Noi consideram cé prin extensia matricei peritumorale in interiorul
tumorii se realizeaza furnizarea unor molecule matriceale de dimensiuni mici cu rol mesager,
suport pentru cresterea si dezvoltarea celulelor tumorale.

13) Examinarea comparativa a ultrastructurii epiteliilor tumorale in situ (carcinom bazocelular -
CBC si carcinom scuamocelular — CSC) a scos 1n evidenta faptul ca alterarile ultrastructurale
inregistrate la interfata tumora-stroma peritumorald in cazurile de carcinom bazocelular cu

comportament invaziv (plasticitatea crescuti si fragilitatea ridicati a plasmalemei) s-au

regasit si In cazurile de carcinom scuamocelular investigate de noi.

14) Pentru prima oard am identificat si investigat amplu telocitul — un fenotip particular de celula
stromalad — in unele tumori benigne cu alterari infrastructurale cu aspect de leziuni premaligne
si mai ales, n carcinomul bazocelular si carcinomul scuamocelular.

15) Telocitele sunt detectabile ca un fenotip distinct de celule interstitiale prezente in interiorul

stromei tumorale din CBC, respectiv din CSC.
16) Telocitele, prin conexiunile lor homo- si heterocelulare, formeazi o retea 3-D in stroma
tumorala, care poate fi implicatd in coordonarea semnalizarii intercelulare pe distante lungi.
17) Prin intermediul sinapselor cu celulele stromale si al transferului de microvezicule

(semnalizare celulara paracrind) telocitele joacd un rol important in semnalizarea intercelulara.

18) Comparativ cu situatia din pielea normald, telocitele din CBC si CSC sunt capabile sa

stabileasca jonctiuni homocelulare, dar un numar foarte restrans de jonctiuni heterocelulare,

ceea ce sugereaza o posibild implicare 1n inducerea alterarii comunicarilor celule-celule in
stroma peritumorala si ulterior in intreaga masa tumorala.

19) Este remarcabil faptul ca atat in CBC cat si in CSC telocitele sunt prevalent sechestrate in
tesutul fibrotic dens, ceea ce pare sa restrictioneze relatiile heterotipice pe care acestea ar
putea sa le stabileascd cu alte tipuri celulare. Aceste aspecte sugereaza perturbari ale
homeostaziei tesutului epitelial transformat malign, asa cum apar in cazurile investigate 1n
acest studiu.

20) Semnalam cu prioritate observatia noastra privind recombinarea de membrane realizata intre
telocite si alte tipuri de celule stromale.

21) Relatia heterotipici pe care o manifesta telocitele cu mastocitele cutanate apare ca fiind
interesanta avand in vedere ca mastocitele sunt implicate intr-un spectru larg de boli, in special
cele legate de fibroproliferare si de neovascularizare.

22) Exista evidente morfologice care sugereaza cad, prin contactele lor heterocelulare cu
mastocitele, telocitele joaca un rol in procesul de comunicare intercelulard prin degranularea
mastocitelor si eliberarea de biomolecule active (basic fibroblast growth factor - o polipeptida

cu capacitati angiogenice si mitogenice) in spatiul extracelular din micromediul peritumoral.
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C. Alterarile distributiei componentelor moleculare ale interfetei tumora-stroma peritumorala

in CBC si CSC

Examinarea imunoelectronomicroscopicad (IEM) a facut posibila identificarea alterarilor
pattern-ului de distributie a diferitelor specii moleculare de la interfata tumorilor de CBC si
CSC cu stroma adiacenta.

a. Alterarea distributiei diferitelor molecule ale zonei de jonctiune tumora-stroma
peritumorala: Plectina/HD1, BPAG 1 (230 kD), BPAG 2 (180 kD), integrina a6p4,
laminina, Cg IV, Cg VII), care se manifesta prin (1) paucitatea acestora, (2) localizarea
ectopica sau (3) absenta totald se coreleaza cu alterarea diferitelor infrastructuri
celulare, in principal cele hemidesmozomale, fapt ce conduce la schimbarea dramatica
a polarititii celulare, tendinta de detasare, migrare si de invazivitate a celulelor
tumorale in stroma peritumorala,

b. Atat investigatile de microscopie electronicd in transmisie cat si cele de
imunoelectronomicroscopie demonstreaza ca in cazul celulelor epiteliale afrontate la

stroma adiacenta, alterarea graduald pand la pierderea jonctiunilor celule-celule si

celule-matrice extracelulard, localizarea ectopicad sau absenta unor molecule conectoare

cu citoscheletul i cu membrana bazald conduc la depolarizarea severa a celulelor
epiteliale, preconditie a detasarii gi migrarii celulelor transformate malign.

Atéit in cazurile de CBC invaziv cit si in cele de CSC, plasticitatea crescuti si fragilitatea

ridicatd a plasmalemei celulelor tumorale care permit recombinari ale plasmalemelor, formarea de

invadopodii, eliberarea de microvezicule (shedding membrane vesicles) si chiar dizolvarea focald a
membranei plasmatice se coreleaza cu localizarea ectopica sau absenta unor molecule conectoare
hemidesmozomale (de ex. HD1/Plectina si BPAG 1) cu citoscheletul sau cu membrna bazala (de ex.
BPAG 2, integrina a6fp4, colagenul de tip VII). Toate acest modificari, precum si absenta membranei

bazale contribuie la depolarizarea celulara si sporesc capacitatea invaziva a celulelor tumorale din

interiorul stromei peritumorale.

Identificarea si descrierea unor infrastructuri de tipul veziculelor extracelulare generate de
celulele tumorale si de telocitele din stroma peritumorali contribuie la intérirea ipotezei potrivit
careia, prin continutul lor molecular de cargo epigenetic pot contribui la transferul orizontal de
informatii pentru generarea si intretinerea starii de malignitate a tumorilor de CBC si CSC.

Rezultatele originale obtinute 1n acest studiu de cercetare stiintificd fundamentala continute in
teza de doctorat contribuie la cunoasterea intima a alterarilor celulare si moleculare care au loc la
nivelul interfetei tumora-stroma peritumorald cu implicare in manifestarea comportamentului invaziv
al celulelor transformate malign.

O parte din rezultatele originale obtinute au fost publicate in 5 lucrari stiintifice si sunt
vizibile prin citarile din literatura stiintifica internationala, iar o alta parte sunt cuprinse in 2

manuscrise in vederea publicarii.
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