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Rezumat

In conditiile maligne si premalignitdti existd o serie intreagd de alterdri ale
ciclului celular care duc in final la multiplicare celulara clonala necontrolata. De
cele mai multe ori, sistemele de control reusesc oprirea diviziunii celulare pand in
momentul reparatiei alterarilor genomice, iar in cazul in care nu se reuseste aceasta
se declanseaza apoptoza. Exista insa situatii cand mecanismele de control sunt
depasite si celula continua haotic diviziunea, ceea ce duce la aparitia unei populatii
clonale tumorale. Esofagul Barrett este o conditie fiziopatologica in care, consecutiv
injuriei epiteliului normal scuamos, acesta este inlocuit cu epiteliu cilindric, mai
rezistent la agresiune, insa cu risc mai mare de dezvoltare a adenocarcinomului
esofagian. In esofagul Barrett se inregistreazd o gamd largd de anomalii genetice,
moleculare, biochimice, citoarhitecturale, imunologice, dar si ale ciclului celular,
mai accentuate §i mai ample pe masura cresterii gradului de displazie si a evolutiei
catre starea malignd. Importanta acestora rezida in faptul ca ele apar chiar inainte
de modificarile fenotipice detectate histopatologic si pot cuantifica riscul evolutiv
catre adenocarcinom esofagian.

Cuvinte cheie: esofag Barrett, adenocarcinom esofagian, ciclu celular,
evenimente moleculare, evenimente genetice.

CHANGES IN CELL CYCLE REGULATION IN BARRETT OESO-
PHAGUS AND OESOPHAGEAL ADENOCARCINOMA

Abstract

In malignant and pre-malignant diseases there is a wide spectrum of cell cycle
alterations that finally lead to clonal uncontrolled cell multiplication. Very often,
control systems stop cell multiplication till the genomic alterations are fixed or, in case
this cannot be done, apoptosis is induced. Still, there are circumstances when control
mechanisms are avoided and, consequently, the cell goes on dividing chaotically.
Barrett oesophagus is a phisiopathological condition in which the normal squamous
oesophageal epithelium is replaced by columnar epithelium, more resistant to chemical
aggression, but with a greater risk of developing oesophageal adenocarcinoma. In
Barrett oesophagus a wide scale of genetic, molecular, biochemical, cytological and
immunological abnormalities are recorded, but there are also cell cycle changes and
these changes are more obvious and more severe by the increase of dysplasia level
and by their evolution towards a malignant status. The importance of these changes
lies in the fact that they appear before histological changes occur and that they can
quantify the risk of evolution towards oesophageal adenocarcinoma.
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Introducere

Ciclul celular normal cuprinde patru faze principale
(G1, G2, S, M), precum si o faza (GO), in care celulele
se afla in stare dormanta fnainte de a intra propriu-zis in
ciclul celular sub influenta diferitilor factori de crestere. in
faza G1 are loc acumularea de ARN si de factori necesari
transcrierii si traducerii, iar sinteza ADN se realizeaza in
faza imediat urmatoare, faza S. Urmeaza faza G2, cand
inceteaza sinteza ADN, iar apoi mitoza (faza M), respectiv
diviziunea celulara cu profaza, metafaza, anafaza si telo-
faza [1]. Reglarea ciclului celular are loc sub influenta
diferitelor proteine citoplasmatice, dintre care rol important
au ciclinele si kinazele ciclin-dependente. Ciclinele pot
apartine fazei G1 (ciclina D), fazei S (ciclinele A si E) sau
mitozei (ciclinele A si B). Dintre kinazele ciclindependente
(Cdks), Cdk4 apartin fazei G1, Cdk2 fazei S si Cdk1 fazei
M [2]. Aceste kinaze au concentratii celulare aproximativ
constante, fiecare kinaza pentru a fi activa trebuind sa se
lege cu ciclina corespunzatoare, nivelele lor celulare fiind
variabile in timp, iar activarea se realizeaza prin fosforilare,
in momentul legarii [1]. In esofagul Barrett, dar mai ales
in evolutia acestuia catre adenocarcinom esofagian, apar
diferite disfunctionalitati in reglarea ciclului celular, care
genereaza in final fenotipul malign [2].
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=produsi de degradare ai ciclinei

1=complex ciclina G1-kinaza corespunzatoare
2=8-phase Promoting factor
3=M-phase promoting factor

Fig. 1. Fazele si reglarea ciclului celular eucariot - schema.

Ciclul celular normal si patologic

Complexul APC (anaphase promoting complex) sau
ciclosomul lizeaza proteinele de adeziune intercromatidica
(coezinele), separa cromatidele cromosomiale i degradeaza
ciclina mitotica B [3].

Cresterea concentratiei de cicline G1 care se leaga de
kinazele complementare da semnal celulei sa se pregateas-
ca pentru replicarea cromosomilor, apoi creste si nivelul
SPF (S-phase promoting factor), care consta in ciclina A
legatd de Cdk2, ce patrunde in nucleul celulei si permite

acesteia sa nceapa duplicarea ADN si a centrosomilor. Pe
masura ce replicarea are loc, ciclina E este distrusa si creste
nivelul de cicline mitogene (in faza G2) [4].

MPF (M-phase promoting factor) constd in com-
plexul de cicline mitogene legate de kinazele fazei M. Aces-
ta initiaza asamblarea fusului mitotic, ruperea membranei
nucleare si condensarea cromosomilor, fenomen ce are
loc in metafaza. Tot acum MPF activeazd APC, permitand
separarea cromatidelor surori §i orientarea lor catre polii
celulari in timpul anafazei, precum si distrugerea ciclinei
B care se realizeaza prin atasarea de ubiquitind (coenzima
Q10), care este tinta de distrugere a proteasomului. MPF
activeaza totodata sinteza de G1 cicline necesare ciclului
celular urmator s§i degradeaza geminina, proteina care
a impiedecat ADN-ul proaspat sintetizat in faza S sa fie
rereplicat inaintea mitozei [5,6].

Controlul calitatii ciclului celular este realizat de
cateva sisteme care intrerup ciclul celular daca ceva nu
functioneaza conform planului normal. Un punct de control
se afla la sfarsitului fazei S, prin monitorizarea fragmen-
telor Okazaki, apdrute prin replicarea catenei a doua a
matritei ADN. Atat timp cat aceste fragmente nu sunt unite
de catre ligaze intr-o catenda ADN compacta, celula rdmane
blocata in faza S [7].

Pentru sesizarea leziunilor ADN exista trei puncte
de control: fnaintea fazei S (control G1), in timpul fazei
S si, respectiv, dupa replicare (control G2). in fine, s-au
descoperit si puncte de control ale fusului de diviziune, care
deceleaza orice nereusita a fibrelor fusului de a se atasa de
kinetocori si blocheaza celula in metafaza (control M). Este
detectata astfel si alinierea imprecisa a fusului de diviziune,
caz 1n care se blocheaza citokineza, iar, in cazuri de leziuni
ireparabile, se declangeaza apoptoza [2].

Toate aceste puncte de control necesitd anumite
complexe proteice codate de catre oncogene. Acestea pot
suferi mutatii si conduc la aparitia diverselor neoplazii.
Proteina p53 sesizeaza lezarea ADN si opreste progresiu-
nea celulei n cadrul ciclului celular la nivelul fazei G1.
Gena p53 este o gend supresoare tumorald, insa, in cazul
mutatiei ambelor alele, p53 functioneaza ca o oncogena.
Proteina p53 are de asemenea rol central in apoptoza [8].
Adenovirusul ONYX-015, creat prin inginerie genetica, se
poate replica numai in celulele in care proteina p53 este
nefunctionald, infectdnd si omorand celulele canceroase
in vitro. in cazul leziunilor ADN minore, p53 blocheaza
celulele in etapa ciclului celular in care acestea se afla,
pand cand leziunile se remediazi. in cazul leziunilor
ireversibile p53 induce apoptoza [9,10].

Proteina ATM (ataxia teleangiectasia mutated)
deceleaza leziunile ADN, in special daca acestea coexista
pe ambele catene si intrerupe ciclul celular impreuna cu
p53. Ea mentine de asemenea in limite normale lungimea
teleomerilor [11].

Genele MAD (mitotic arrest defficient) codifica
doua proteine care se fixeaza fiecare pe cate un kinetocor
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pana cand fusul de diviziune se ataseaza de el. Daca acesta
atasare corectd nu se produce, proteinele MAD raman
atasate si blocheaza intrarea in anafaza. Mutatiile genei
MAD, cu deficit functional de proteine MAD, fac celula
sa termine mitoza producand celule fiice cu prea multi sau
prea putini cromosomi, fenomen cunoscut sub numele de
aneuploidie, marca geneticd a neoplaziilor. Spre exemplu,
genomul virusului HTLV-1 codifica o proteina Tax care se
leagd de proteinele MAD umane conducand la ineficienta
punctului de control de la nivelul fusului de diviziune si
creaza premisele aparitiei aneuploidiei [12,13].

Teoria actual acceptatd de dezvoltare a displaziei
si ulterior a cancerului este cea propusa pentru prima data
de catre Peter Nowell [14]. Conform acesteia, in timpul
evolutiei unei celule normale catre neoplazie, se petrec,
sub influenta factorilor de mediu si ai celor ereditari, o
serie de anomalii genetice, respectiv leziuni ale genomului
[15]. Celulele purtatoare de defecte genetice se pot divide
normal, inlocuind celulele vecine distruse in mod fiziologic
prin apoptoza, pand cand se dezvolta o serie de populatii
celulare subclonale cu defecte genetice suplimentare. Prin
sumarea acestor defecte se ajunge in final la aparitia celulei
tumorale [16]. Modelul de inactivare antioncogenica dez-
voltat de epidemiologul Alfred Knudson postuleaza ca
pentru compromiterea functiei genelor supresoare tumorale
este nevoie de inactivarea ambelor alele [17]. in cazurile
ereditare, prima mutatie asigurd susceptibilitatea genetica,
iar aceasta este transmisa linilor celulare urmatoare. Fac-
torii de mediu pot induce inactivarea si a celei de a doua
alele de pe cromosomul omolog, fapt ce conduce la o su-
presie antitumorala totald si astfel la transformarea clona-
la maligna. Pana in prezent se cunosc peste 30 de gene
supresoare tumorale (Rb, APC, k-ras, HMADA4 etc.), majo-
ritatea asociate cu cancere familiale, dar si sporadice [18].

Modificari
Barrett

La nivelul EB 1in tranzitie spre adenocarcinom
esofagian se gasesc, in principal, trei tipuri de anomalii:
accederea unui numar anormal de mare de celule din faza
GO in faza G1, pierderea controlului tranzitiei din faza G1
in S si, respectiv, acumularea unui numar mare de celule
in faza G2. Aceasta din urma este intalnita in special la cei
cu aneuploidie si displazie severd [19]. In progresiunea
EB spre adenocarcinom au rol de asemenea TNFa si
IL1, citokine eliberate in cantitdti crescute ca raspuns la
refluxul duodeno-gastro-esofagian, cu rol in activarea asa
numitei cai NF-KB [20]. NF-KB cuprinde o familie de
factori inductibili ai transcriptiei, cu rol cheie in reglarea
imunitatii, a raspunsului inflamator, a proliferarii celulare
si a apoptozei. Astfel, TNFa si IL1, eliberati ca urmare
a RGE, induc un status anti-apoptotic prin activarea cdii
NF-KB, fapt ce creste proliferarea celulelor stem la nivelul
esofagului. Acest amanunt are o mare importantd practica
si confera un statut aparte supresiei acide in managementul

ale ciclului celular in esofagul

EB [21].

in momentul trecerii de la EB la adenocarcinom se
inregistreaza o crestere a proliferarii celulare, ceea ce arata
ca, 1n cadrul ciclului celular, sunt depasite mecanismele
de control ale tranzitiei intre faze, respectiv punctele de
control (check point) dintre faze, controlate de catre diverse
cicline cu functii protein-kinazice. in consecinta, la nivelul
esofagului Barrett, se Inregistreaza, pe masura malignizarii,
supraexpresia ciclinei D1 si a ciclinei E, scaderea expresiei
si pierderea heterozigotiei (LOH) la nivelul genei Rb,
precum si acumularea importantd de proteine P53 mutante,
cu pierderea controlului tranzitiei G1-S [22]. Apare de
asemenea inactivarea prin hiperfosforilare sau deletie a
genei pl6 ce codeaza o ciclind inhibitoare a complexului
ciclind D1/CDK [23].

Gena p27 e inactivatd In adenocarcinomul esofa-
gian, iar lipsa produsului genic al acesteia este asociatd cu
o0 agresivitate mai mare a adenocarcinomului [22].

Acumularea celulara in faza G2 apare precoce in
progresiunea EB si se datoreaza implicarii ciclinei B1 care
intervine 1n faza G2, prin reglarea intrarii in mitoza. FGF1
si FGF2 se gasesc in cantitati mari la nivelul EB cu evolutie
spre adenocarcinom, la fel si VEGF (vascular endothelium
growth factor), cu rol in angiogeneza. Expresia crescutd
a acestuia din urma este corelatd cu prezenta precoce a
metastazelor ganglionare si la distanta, precum si cu un
prognostic sumbru [24].

Integritatea membranei bazale este mentinuta prin-
tre altele si de catre complexul calciu-dependent de ade-
rare a caderinei §i cateninei de membrand, care asigura
integritatea epiteliald, polarizarea celulei si adeziunea
intercelulard. Pierderea comunicarii intercelulare §i supre-
sia exprimarii caderinei E pot facilita aparitia metasta-
zelor precoce. TNFa induce expresia oncogenei c-myc prin
intermediul - cateninei, Insa rolul complexului nuclear E
caderind — Pcatenind nu este incad complet elucidat [23].
Produsul genei APC (adenomatous poliposis coli) se lea-
ga de catenina si uneste caderinele transmembranale cu
filamentele de actina ale citoscheletului. Alterarea locusu-
lui APC prin hipermetilare este intalnita in majoritatea
adenocarcinoamelor esofagiene dezvoltate de EB si este
indicator al unei evolutii nefavorabile [25].

Consecinte practice ale aspectelor moleculare in
esofagul Barrett

in lumina modificarilor celulare si moleculare
ce apar in EB si in timpul evolutiei acestuia catre
adenocarcinom esofagian, este evident ca simpla descriere
morfologica si histologica a acestor afectiuni nu mai este
satisfacatoare. Aceasta cu atat mai mult cu cat modificarile
de la nivel subcelular preced modificarile morfologice si
pot preconiza modalitatea de evolutie [26]. In acest sens,
prin tehnicile de imunofluorescenta si hibridizare in situ,
pot fi demonstrate pierderile de material genetic la nivelele
4q, 59, 9p, 18q, 7q si 14q, precum si castig de material
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genetic in zonele 8q, 2p, 7p, 10q, 15q si 17p. Aceste tehnici
capatd o importantd cu atit mai mare cu cat deletiile de la
nivelul 4q apar atdt in adenocarcinomul esofagian, cat si
in EB cu displazie severa si indica o probabilitate mare de
evolutie spre adenocarcinom [26,27,28].

Utilizand tehnicile de tip microarray se poate cuan-
tifica gradul de expresie sau supresie a anumitor gene.
Astfel, s-a demonstrat supraexpresia genei erbB2 in
celulele metaplazice cu displazie de grad finalt si in
adenocarcinoamele esofagiene. Produsul acestei gene este
0 proteina transmembranara cu activitate proteinkinazica
asociatd cu agresivitate tumorald crescutd, metastaze
ganglionare precoce si prognostic sumbru [29]. Displazia
de grad inalt si adenocarcinomul sunt acompaniate de
supraexpresia genei c-myc, supresia genei CdknIB si
MGMT, precum si de pierderea heterozigotiei la nivelul
benzii 5q21 (LOH 5q21) [30]. Pierderea heterozigotiei
la nivelul 17pl13 insoteste metaplazia intestinald, cu sau
fara displazie, dar si adenocarcinomul esofagian si creste
de 16 ori riscul progresiunii maligne [30]. Cdx1 si cdx2
sunt supraexprimate in Intreaga secventd metaplazie-
adenocarcinom, in timp ce supresia GPX3 insoteste statu-
sul displazic si malign [31]. Pentru displazia de grad sca-
zut este sugestiva supresia GPX7, iar pentru cea de grad
inalt si adenocarcinom, supresia MGMT [32]. O serie
intreagd de citokine (TNFa, 111,112, TGFf) au concentratii
crescute 1n serul pacientilor cu metaplazie intestinala si
indica o evolutie mai probabila catre starea displazica si
neoplazica [26].
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