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INTRODUCERE

Cancerul ovarian este, la nivel global, o problema majora de sanatate, fiind a treia
cauza de neoplazie ca incidenta si a doua cauza de mortalitate prin tumori ale sferei genitale
conform ultimelor estimari GLOBOCAN 2018 [1]. In tarile cu un nivel de trai ridicat in care
datorita modalitatilor de screening, cancerul de col uterin este rar intdlnit, (Europa si
America de Nord) cancerul ovarian este principala cauza de deces prin tumori ginecologice
[2,3].

Din cauza faptului ca pand in momentul de fatd nu existd modalitati eficiente de
screening si detectie in stadii incipiente, majoritatea pacientelor sunt diagnosticate in stadii
avansate de boali. In ciuda progreselor insemnate realizate in ultimii ani in oncologie,
prognosticul pacientilor cu adenocarcinom ovarian s-a ameliorat putin in ultimii ani,
supravietuirea la 5 ani pentru toate stadiile de boala fiind de 36% in 1977, 39% in 1986, si
45% in 2002 [4]. Aceste mici cresteri ale supravietuirii se datoreaza progreselor realizate in
domeniul chimioterapiei (introducerii de citostatice noi cum ar fi taxanii, administrarii
diferite a unor regimuri de chimioterapie clasica cum ar fi administrarea intra-peritoneala
sau administrarea dose-dense), intelegerii mai extinse a mecanismelor implicate in aparitia
si progresia neoplaziei si utilizarea moleculelor tintite care vizeaza endoteliul vascular
(agentii anti-angiogenici), celula tumoralda (inhibitorii PARP) sau micromediul tumoral
(imunoterapia) precum si progreselor realizate in domeniul chirurgical [5].

Motivatia realizarii acestei lucrari care sa caracterizeze prospectiv carcinoamele
ovariene din punct de vedere al evolutiei clinice, factorilor prognostici si al mecanismelor
de semnalizare provine din faptul ca datele concrete privind caracteristicile si supravietuirea
pacientilor cu neoplasm ovarian in Romaénia lipsesc, informatiile fiind extrapolate din

raportarile GLOBOCAN si studiile efectuate in alte tari.

I PARTEA GENERALA

Prima parte a tezei de doctorat, alcatuitd din patru capitole, reprezinta o trecere in
revistd a literaturii de specialitate referitor la subiectele controversate legate de patogenia si
tratamentul cancerului ovarian si implicarea angiogenezei si speciilor reactive de oxigen in

aparitia si progresia acestei neoplazii.



1. DATE EPIDEMIOLOGICE, PATOGENEZA SI IMPLICATII
TERAPEUTICE IN TRATAMENTUL CANCERULUI OVARIAN

Tn primul capitol sunt prezentate ultimele date epidemiologice, mecanismele
moleculare implicate In aparitia cancerului ovarian si principii de tratament. Cancerul
ovarian reprezinta a opta cauza de neoplazie (3,4%) si a opta cauza de mortalitate prin cancer
in randul femeilor (4,4%) [1], ultimele estimari din 2018 aratand ca anual sunt diagnosticate
peste 295.414 cazuri noi si se Inregistreaza peste 184.799 decese. Aceasta prevalenta
crescutd evidentiazd importanta subiectului abordat in tezd nu numai pentru oncologi,
radioterapeuti, ginecologi si chirurgi ci si pentru sanatatea publica.

Adenocarcinoamele ovariene sunt un grup heterogen de subtipuri histopatologice
(carcinom seros de grad inalt, carcinom seros de grad scdzut, carcinom endometrioid,
carcinom cu celule clare, carcinom mucinos), distincte in ceea ce priveste evolutia, pattern-
ul de metastazare si raspunsul la chimioterapie. Identificarea cailor moleculare distincte care
duc la aparitia si propagarea fiecarui subtip histopatologic reprezinta un progres remarcabil
in intelegerea patogenezei cancerului ovarian si a deschis calea dezvoltarilor terapiilor tintite
in aceasta localizare [6]. In continuare sunt prezentate principiile de tratament, indicatiile
terapeutice, obiectivele si controversele care planeaza asupra tratamentului cancerului
ovarian.

2. FACTORUL DE CRESTERE AL ENDOTELIULUI VASCULAR SI
IMPLICATII IN ANGIOGENEZA

Al doilea capitol trateaza pe larg angiogeneza care este un proces esential pentru
supravietuirea celulelor canceroase si reprezintd procesul de formare de vase noi din vase
preexistente. Formarea vaselor de neo-formatie este cruciala pentru a asigura aportul
nutritional si de oxigen al unui tesut care creste rapid [7].

Cel mai important mediator al angiogenezei este factorul de crestere al endoteliului
vascular (VEGF). Celule tumorale produc VEGF, iar celule endoteliale implicate in
angiogeneza supra-exprima numerosi receptori VEGFR, actiunea VEGF fiind reglata asadar
printr-un mecanism paracrin [8]. Principala cale de semnalizare implicata in angiogeneza
este reprezentatd de legarea ligandului VEGF-A de receptorii VEGFR-2 (in principal) si
VEGFR-1 si activarea acestora. Principale efecte ale VEGF sunt inducerea angiogenezei,
stimularea cresterii si proliferarii celulelor endoteliale si inhibarea apoptozei acestora,
activarea enzimelor implicate in degradarea matricei extracelulare, mobilizarea celulelor

precursoare endoteliale de la nivelul maduvei osoase, precum si reglarea permeabilitatii
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vasculare [9]. Reglarea transcriptieci VEGF-A este indusd in principal de hipoxie si este
mediata de factorul inductibil al hipoxiei HIF-1 [10]. Rolul VEGF si al tratamentului cu
inhibitori ai VEGFR in cancerul renal a fost studiat si de noi si publicat [11].

In cancerul ovarian, angiogeneza contribuie la evolutia locald a cancerului si
diseminarea la nivelul peritoneului precum si la formarea lichidului de ascita ceea ce
conduce la calitatea scazuta a vietii pacientilor. Principalele cai de semnalizare implicate in
angiogeneza in cancerul ovarian sunt reprezentate de calea VEGF, calea PDGF, calea FGF,
calea angiopoietinei si receptorului Tie2. Expresia VEGF pare a fi reglata in cancerul ovarian
de factori ca IGF-1 si IL-6 precum si de mutatii ale genelor p53, ras, src si VHL [12].

3. ROLUL SPECIILOR REACTIVE DE OXIGEN SI STRESULUI
OXIDATIV TN CANCERUL OVARIAN

Capitolul al treilea face o incursiune in ceea ce priveste mecanismele de producere,
principalele tipuri de specii reactive de oxigen si mecanismele de semnalizare in celula
neoplazica. ROS au efecte oncogenice, activand cascada de semnalizare pro-tumorigenica
prin cresterea capacitatii tumorii de proliferare si supravietuire, prin inducerea de mutatii
care conduc la leziuni celulare si instabilitate genicd, prin activarea unor factori de
transcriptie si translatie iar in final prin lezarea ADN-ului, lipidelor si proteinelor.

Rolul ROS in patogenia, propagarea, metastazarea si dobandirea rezistentei la
chimioterapice in cancerul ovarian nu este pe deplin elucidat. S-au trecut in revista datele
actuale privind asocierea dintre speciile reactive de oxigen si VEGF, punandu-se accent pe
reglarea ROS si HIF in conditii de normoxie si hipoxie in celulele neoplazice.

4. IMPLICATII TERAPEUTICE PRACTICE ALE CAILOR DE
SEMNALIZARE TN CANCERUL OVARIAN

Capitolul 4 se axeaza pe prezentarea datelor din literaturd privind implicatiile

practice ale terapiei anti-angiogenice si ale imunoterapiei in cancerul ovarian.

1. PARTEA SPECIALA - CONTRIBUTIA PERSONALA
IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVE PRINCIPALE
Premize: Intelegerea heterogeneitatii si a factorilor prognostici implicati in
patogenia cancerului ovarian este importanta pentru a imbunatati modalitatile de preventie,
detectia precoce, si pentru a particulariza tratamentul pacientelor care sufera de aceastd
neoplazie.
Obiectivele principale ale studiului au fost identificarea unor factori noi de

prognostic clinico-patologici si serologici de avangarda (VEGF si parametrii stresului
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oxidativ) care sa estimeze evolutia bolii, cuantificatd prin intervalul pand la progresia bolii
si supravietuirea generald, la pacientele cu adenocarcinom ovarian tratate in cadrul
Institutului Oncologic Bucuresti, precum si stabilirea unui scor prognostic care sa ghideze
clinicienii in estimarea riscului pacientelor si alegerea unei terapii oncologice personalizate
in practica medicala curenta.

De asemenea, ca si obiectiv experimental, ne-am propus realizarea unui model murin
de cancer la care sd evaludm parametrii stresului oxidativ si implicatiile acestuia asupra
raspunsului la terapii complexe (chimioterapia, terapia anti-angiogenica si imunoterapia).

Obiectivele secundare au fost reprezentate de evaluarea rezultatelor tratamentului
multimodal (interventie chirurgicala, chimioterapie si radioterapie) la paciente cu neoplasm
ovarian, de a determina daca prezenta tumorii creste productia de specii reactive de oxigen
si cum poate fi integratd masurarea stresului oxidativ in strategia de tratament. S-au stabilit
corelatii intre valoarea VEGF si diferitii parametrii de stres oxidativ.

Ipoteza de lucru de la care s-a pornit a fost ca celula neoplazica este supusa unui
stres oxidativ crescut, la care contribuie hipoxia, iar una din principalele cai de a contracara
acest dezechilibru este sa utilizam agenti citotoxici si anti-angiogenici. Determinarea
parametrilor de stres oxidativ (malondialdehida, ceruloplasmina, tiolii albuminici si
antioxidantii totali) precum si dozarea VEGF a avut ca scop validarea acestora ca markeri
prognostici precum si predictivi pentru instalarea rezistentei la diferiti agenti chimioterapici
(cum ar fi sarurile de platina sau agentii anti-angiogenici).

Motivatia principala a studiului pe modele experimentale a fost reprezentatd de
aprofundarea mecanismelor de semnalizare legate de stresul oxidativ si de angiogeneza, de
gasirea unei interrelatii intre acestea si de identificarea unor posibile tinte noi terapeutice
care sa conduca la personalizarea tratamentului pacientelor cu neoplasm ovarian.

METODE DE CERCETARE

Pacienti: Am realizat un studiu ambispectiv care a inclus 160 paciente consecutive
cu adenocarcinom ovarian tratate in Institutul Oncologic Bucuresti “Alexandru
Trestioreanu” n intervalul 2004-2017 (2004-2010 — date retrospective si 2011-2017 date
prospective). Caracteristicile demografice, datele clinice despre pacient si tumora, raspunsul
la tratament si datele de supravietuire au fost introduse intr-o baza de date.

Metode: am determinat in lotul de pacienti valorile serice ale factorului de crestere
al endoteliului vascular (VEGF) si parametrii de stres oxidativ (malondialdehida,

ceruloplasmina, tiolii albuminici si antioxidantii totali).



Au fost analizate urmatoarele obiective ale cercetarii: timpul pana la progresia bolii
(PFS) care a fost definit ca intervalul de timp de la diagnostic pana la progresia bolii sau
decesul survenit din orice cauza si supravietuirea generald (OS) definita ca intervalul de la
diagnostic pana la decesul survenit din orice cauza, pentru a studia relatia dintre VEGF si
parametrii stresului oxidativ si raspunsul la terapie si respectiv prognosticul pacientelor.

Prelucrare statistica: Baza de date si analiza statistica a datelor a fost efectuata
utilizand programul SPSS versiunea 23 pentru Windows si Excel. S-a realizat o analiza
descriptiva a datelor care a inclus medii, mediane, deviatia standard, eroarea standard a
mediei pentru variabilele continue.

Pentru a compara si a stabili daca existd diferente semnificative statistic Intre
diferitele variabile categoriale a fost utilizat testul Fisher exact, testul %2 aplicat variabilelor
dihotomice, testul Student t pentru variabile continue cu distributie normala si testele Mann
Whitney U si Kruskall-Wallis pentru variabile continue cu distributie alta decat cea normala.
Pentru stabilirea corelatiilor intre doud variabile continue s-au utilizat testele Pearson si
Spearman. Curbele de supravietuire au fost generate folosind metoda Kaplan-Meier. Diferiti
parametrii au fost comparati in ceea ce priveste influenta lor asupra supravietuirii si
intervalului pana la progresia bolii folosind analiza univariata prin testul log-rank. Modelul
de regresie logistica multivariata COX de estimare a riscului (Cox proportional hazards
model) a fost utilizat pentru a evalua asocierea dintre factorii de risc clinici si patologici si
intervalul pana la progresia bolii si supravietuirea generala. Analiza multivariata a fost
condusa pentru a identifica factori de prognostic independenti si de a estima efectul acestora
asupra timpului pana la progresia bolii si supravietuirii ajustat la covariabile (ECOG, tipul
histopatologic, prezenta bolii reziduale dupa interventia chirurgicald, trombocitoza).
Intervalul de incredere Cl-confidence interval considerat pentru variabilele cantitative
calculate a fost de 95%, valoarea p considerata semnificativa statistic a fost mai mica de
0,05.

Pentru a masura eficienta unui model si a estima sensibilitatea si Specificitatea
metodei am utilizat curbele ROC (Receiver Operating Characteristics). Cu cat aria de sub
curba (AUC) este mai apropiatd de valoarea 1, cu atat modelul este mai bun. Valorile AUC

peste 0,6 valideaza modelul din punct de vedere al corectitudinii.



5. EVALUAREA FACTORILOR DE PROGNOSTIC LA PACIENTELE CU
NEOPLASM OVARIAN
5.1.Introducere

Scopul studiului a fost sa se evalueze rezultatele tratamentului multimodal
(interventie chirurgicald, chimioterapie si radioterapie) la paciente cu neoplasm ovarian si
de a evalua impactul factorilor de prognostic clinico-patologici asupra ratei de raspuns,
intervalului pana la progresia bolii si supravietuirii generale la pacienti cu neoplasm ovarian,
precum si de a stabili un scor prognostic care sd ghideze clinicienii in estimarea riscului
pacientelor 1n practica medicala curenta.

5.2.Pacienti si metode

Criteriile de includere n studiu au fost:

- femei cu varsta peste 18 ani

- diagnostic de carcinom ovarian stadiul 11-1V la care s-a practicat interventie

chirurgicala cu intentie radicala (histerectomie totala si anexectomie bilaterala si
excizia tuturor formatiunilor tumorale macroscopice din abdomen) sau biopsie

- Status de performanta ECOG 0,1 sau 2

- Valori adecvate ale hemogramei Valori adecvate ale parametrilor biochimici (CI

al creatininei > 50, Bilirubina totala < 3 mg/ml, TGO; TGP, in limite normale)

- dispusi sa urmeze chimioterapiei cel putin 4 serii pe bazd de saruri de platina si

care au semnat consimtamantul informat.
Criterii de excludere:

- Status de performanta ECOG > 3, lipsa urmadririi pe termen lung

Aplicand criteriile de includere si excludere, am selectat 160 paciente consecutive cu
adenocarcinom ovarian tratate in Institutul Oncologic Bucuresti “Alexandru Trestioreanu”
in intervalul 2004-2017, care au fost urmarite ambispectiv.

5.3.Rezultate
5.3.1 Caracteristicile lotului de pacienti

Datele demografice ale lotului inclus in studiu sunt prezentate in tabelul 1.

Strategia terapeutica a constat in interventie chirurgicala ca prim gest terapeutic
urmatd de chimioterapie adjuvantd la 127 pacienti (79,4%), chimioterapie neo-adjuvanta
urmata de interventie chirurgicala la 27 (16,9%) si doar chimioterapie la 3,7% dintre pacienti
din cauza starii generale mediocre sau a comorbiditatilor pacientilor- Figura 1.

Recidiva bolii a fost diagnosticati la 96 dintre paciente. In momentul recidivei la 67

dintre paciente (13 in lotul neoadjuvant, 51 in lotul adjuvant si 3 dintre cele care au primit
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doar chimioterapie Tn prima linie s-a administrat chimioterapie paliativa si 28 au beneficiat
de tratament complex constand in chimioterapie si interventie chirurgicala, iar un pacient nu
a mai primit nici un tratament).

Tabelul 1. Caracteristicile pacientilor cu neoplasm ovarian din lotul de studiu

Caracteristicile pacientilor n=160
Virsta (medie + deviatie standard) 53,05 £ 10,4 ani
Distributia bolii pe stadii

IC 19 (11,9%)
VAN 21 (13,1%)
[ 19 (11,9%)
A 4 (2,5%)
1B 3 (1,9%)
lnc 69 (43,1%)
[\ 25 (15,6%)
ECOG

0 100 (62,5)%
1 58 (36,2%)
2 1 (0,7%)
Subtipul histopatologic

Seros 70,1%
Endometrioid 14,3%
Mucinous 14,9%
Celule clare 0,6%

G

Gl 11,9%

G2 43,7%

G3 44,4%
CA125 (U/ml) mediana 205
Dimensiunea tumorii (medie =+ deviatie | 90,3 +£49,7
standard), (mm)

Prezenta ascitei 35,8%

Regimul de chimioterapie in prima linie de tratament a constat din administrarea de
paclitaxel 175 mg/m? si carboplatin AUC 5-6 i.v. administrat la 3 siptimani.

5.3.2 Timpul pana la progresia bolii si supravietuirea generala in lotul de
paciente cu neoplasm ovarian

Dupa o urmarire mediana de 78 de luni (intervalul 7-216), timpul median estimat
pana la progresia bolii (PFS) pentru toate stadiile a fost de 36 de luni (Figura 2A), iar
supravietuirea globala mediana a fost de 96 de luni (Figura 2B. La 12 luni de la diagnostic
77% dintre pacienti nu au prezentat progresia bolii, la 24 luni de diagnostic 63% dintre
pacienti nu prezentau progresia bolii si la 36 luni procentul de pacienti care nu progresasera

era de 52% (Figura 2A).



3
[

NACT-OP CHT
N=27 o

RT RT
-8
' |
' ' | | |
el B Ll CHT Paliativa RT CHT+OP
N=13 N=5 N=51 N=10 N=23

Figura 1. Strategia terapeutici in lotul de paciente in prima linie de tratament si in
momentul primei recidive (NACT — Chimioterapie neoadjuvantd, OP — operatie,
CHT — chimioterapie, RT — radioterapie)

In ceea ce priveste supravietuirea (OS) la un an, aceasta a fost de 97%, supravietuirea
la 2 ani a fost de 85%, supravietuirea la 3 ani a fost de 73%, iar supravietuirea la 5 ani a fost

de 59% (Figura 2B).
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Figura 2. Reprezentarea curbelor Kaplan Meier privind intervalul pana la progresia
bolii (PFS exprimat in luni — 2A) si supravietuirea generali (OS exprimati in luni —
2B) a intregului lot de pacienti

PFS si OS pentru pacientii care au suferit o interventie chirurgicald urmata de
chimioterapie adjuvantd in comparatie cu cei care au primit tratament neo-adjuvant urmat
de interventia chirurgicala nu a diferit semnificativ statistic (40 vs. 36 de luni, p = 0,39, ns),
dar existat un trend spre o supravietuire generala mai buna la primul grup la care s-a practicat

interventia chirurgicald ca prim gest terapeutic (100 vs. 60 luni, p = 0,154).
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Radioterapia a fost administrata la un numéar mic de pacienti cu factori de prognostic
negativ, dar rezultatele sunt promitatoare atunci cand se utilizeaza tehnici moderne de
iradiere (OS generala 86 luni) [13].

5.3.3. Identificarea factorilor de prognostic negativ la pacientele cu neoplasm
ovarian

Avand Tn vedere prognosticul infaust al bolii la pacientele cu cancer ovarian am
incercat sa identificam anumiti factori de prognostic. Factorii prognostici clinici analizati au
fost statutul de performanta (Figura 3), prezenta ascitei (Figura 4), prezenta trombocitozei
(Figura 5), subtipurile histologice (Figura 6), stadiul bolii, tipul de tratament, boala reziduala
dupa interventia chirurgicala (Figura 7), statusul menopauzal (Figura 8).

a) In intreg lotul a existat un avantaj semnificativ in ceea ce priveste timpul pana la
progresia bolii (PFS) pentru pacientii cu ECOG 0 fatda de 1 si 2 (70 vs. 24 vs. 20 luni, p =
0,0001 pentru ambele) - Figura 3A. In ceea ce priveste supravietuirea pacientilor cu status
de performanta 1 aceasta a fost de 40 luni, semnificativ statistic (p=0,0002) mai scazuta
decat in cazul pacientelor cu status de performanta 0 la care mediana de supravietuire nu a

fost atinsa- Figura 3B.
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Figura 3. Timpul pana la progresia bolii (3A) si supravietuirea generala (3B)
exprimate prin curbe de supravietuire Kaplan Meier in functie de statusul de
performanta al pacientului.

b) Prezenta ascitei a fost un factor de prognostic rezervat, timpul pana la progresia
bolii pentru pacientii cu ascitd a fost de 23 vs. 36 luni (p = 0,027) — Figura 4A si
supravietuirea a fost de 60 vs. 108 luni in favoarea pacientilor fara ascitd la diagnostic (p =
0,005) — Figura 4B.

C) S-a constatat de asemenea o diferentd semnificativa statistic in ceea ce priveste
timpul pana la progresia bolii si supravietuirea intre pacientele care au prezentat
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trombocitoza in momentul diagnosticului si cele la care valoarea trombocitelor era in limite

normale.
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Figura 4. Timpul pana la progresia bolii (4A) si supravietuirea generala (4B)

exprimate prin curbe de supravietuire Kaplan Meier in functie de prezenta ascitei.

Astfel mediana estimata pand la progresia bolii la pacientele cu valori normale ale

trombocitelor a fost de 60 luni iar in lotul pacientelor cu trombocitoza a fost de doar 20 luni

(p=0,0001) - Figura 5A. Supravietuirea mediana estimata pentru pacientele cu trombocitoza

fiind de 36 luni si nu a fost atinsd pentru cu valori normale ale trombocitelor (p=0,0001) -

Figura 5 B.
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Figura 5. Timpul pana la progresia bolii (SA) si supravietuirea globala (5B)

exprimate prin curbe de supravietuire Kaplan Meier in functie prezenta sau nu a

trombocitozei.

d) Tipul histologic: Tn lotul nostru de studiu, a existat un avantaj clar in ceea ce

priveste intervalul pana la progresia bolii pentru carcinomul ovarian endometrioid

comparativ cu carcinomul mucinos si carcinomul seros (mediana PFS nu a fost atinsa pentru
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subtipul endometrioid si a fost de 27 luni pentru carcinomul seros p = 0,008). Mediana
supravietuirii la pacienti cu adenocarcinom endometrioid nu a fost atinsd comparativ cu
pacientii cu adenocarcinom papilar seros (84 luni) si cei cu adenocarcinom mucinos (62 luni)
fara a se atinge insa pragul semnificatiei statistice.

e) Gradul de diferentiere al tumorii. Aproape jumatate dintre pacienti prezinta
tumori slab diferentiate si acest lucru pare sa fie asociat cu un prognostic rezervat.
Supravietuirea fara semne de boald in cazul tumorii G3 comparativ cu G2 a fost de 20 vs. 70
luni (p = 0,0001) — Figura 6A iar supravietuirea globala a fost de 44 de luni comparativ cu
120 de luni (p = 0,0001)- Figura 6B.
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Figura 6. Timpul pana la progresia bolii (6A) si supravietuirea generala (6B)
exprimate prin curbe de supravietuire Kaplan Meier in functie gradul de diferentiere
al tumorii.

f) Cel mai important factor de prognostic a fost prezenta bolii reziduale dupa
interventia chirurgicald, obiectivata prin descrierea medicului chirurg sau prin evaluare
imagistica (CT, RMN post-operator). Prezenta bolii reziduale dupa interventia chirurgicala
a fost asociata cu un timp pana la progresia bolii semnificativ mai scurt (15 luni vs. 156 luni
p =0,0001) si o mediana a supravietuirii generale semnificativ statistic mai redusa (38 luni
vs. mediana nu a fost atinsa p = 0,0003) - Figura 7. Mai mult decét atat, boala reziduala
estimati cantitativ este un factor de prognostic. In lotul nostru de pacienti s-a constatat o
diferentd semnificativa in ceea ce priveste PFS si OS la pacientii fard boald reziduala, la
pacientii cu boala reziduala mai mica de 1 cm si la pacientii cu boala reziduala mai mare de
1 cm. Pentru pacientii fara boala reziduala, PFS estimatd a fost de 156 luni, la pacientii cu

boala reziduald mai micd de 1 cm, PFS a fost de 20 luni, iar la pacientii cu boala reziduala
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mai mare de 1 cm, PFS estimata a fost de numai 13 luni. (p<0.0001) Supravietuirea globala

mediana la pacientii fara boala reziduala nu a fost atinsa; la pacientii cu boala reziduald mai

mica de 1 cm, supravietuirea globala estimata a fost de 65 luni, iar la pacientii cu boala

reziduala mai mare de 1 cm, supravietuirea globala a fost de numai 32 de luni (p=0.0002)

g) Din punct de vedere al statusului menopauzal in momentul diagnosticului, se

constatd cd 63 paciente (39,4%) erau In premenopauza in momentul diagnosticului si 97

(56,6%) erau postmenopauzale. Timpul pana la progresia bolii a fost semnificativ statistic

mai mare la femeile aflate in premenopauza (72 vs. 24 luni, p=0,001), si supravietuirea

mediana nu a fost atinsa, iar pentru femeile aflate in postmenopauza aceasta a fost de 60 luni,

(p=0.005). Analiza multivariata a confirmat faptul ca statusul postmenopausal este un factor
de prognostic rezervat, HR = 2.3, 95% CI (1.4-3.6).
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Figura 7. Timpul pana la progresia bolii (7A) si supravietuirea globala (7B)

exprimate prin curbe de supravietuire Kaplan Meier in functie de prezenta bolii

reziduale si de dimensiunile acesteia (7C si 7D) (fara boala reziduala , intre 0 si 1 cm,

peste 1 cm).
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Datele prezentate mai sus au fost publicate in extenso[14].
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Figura 8. Timpul pana la progresia bolii (8A) si supravietuirea globala (8B)

exprimate prin curbe de supravietuire Kaplan Meier in functie de statusul

menopauzal.

Analiza univariatd a timpului pana la progresia bolii si a supravietuirii generale in functie

de anumiti factori prognostici este prezentata in Tabelul 2.

Tabelul 2. Timpul pana la progresia bolii si supravietuirea generali dupa diferite

Caracteristica
ECOG
ECOGO0
ECOG 1
MENOPAUZA
NU
DA
R1
DA
NU
R1cm
0
0-1cm
Peste 1 cm
G

PFS
PFS medie (luni) p
70 0,0002
24
72 0,0001
24
15 <0,0001
156
156 <0,0001
20
13

13

caracteristici (analiza univariata)

oS
OS medie (luni) P
NR 0,0001
40
NR 0,005
60
38 0,0003
NR
NR 0,0002
65
32



G2
G3
HP
SEROS
ENDOMETRIOID
ASCITA
DA
NU
TRATAMENT
CHT-OP
OP-CHT
RADIOTERAPIE
DA
NU
TROMBOCITOZA
DA
NU

70
20

27
NR

23
36

40
36

24
40

19
123

<0,0001

0,008

0,027

0,27

0.48

0,0001

44
120

84
NR

60
108

100
60

84
96

36
168

0,0001

0.46

0,005

0,154

0.36

0,0001

Analiza multivariata a timpului pana la progresia bolii si a supravietuirii generale in

functie de anumiti factori prognostici este prezentata in Tabelul 3.

Tabelul 3. Analiza multivariata a diferitilor factori de risc

Caracteristica

ECOG
ECOGO0
ECOG 1,2
TROMBOCITOZA
Nu

Da
MENOPAUZA
Nu

Da

RO

Da

Nu

R1cm
0

0-1
Pestel
G

G2

HR

2,82

4.92

2,32

6,03

2,54
3,16

PFS
PFS 95% p
Cl
1,85-4,27 0,001
3.19-7,55 0,0001
1,48-3,63 0,001
3,72-9,78 0,0001
1,54-3,54 0,001
1,82-4,16 0,0001

14

HR

3,632

9,914

2,906

4.208

2,30
2,78

0S
0S 95% CI

2,24-5,88

6.01-16.34

1,68-5,00

2,45-7,20

1,73-3,07
1,95-3,74

P

0,001

0,0001

0,001

0,0001

0,0001
0,0001



G3

HP

SEROS
ENDOMETROID
MUCINOS
TRATAMENT
CHT-OP
OP-CHT
ASCITA

NU

DA

2,379

1
0,88
0,90

1
1,24

1
1,59

1,66-3,388 0,001

0,02-1,38 0,84
0,38-1,12 0,09

0,74-2,09 0,403

1,04-2,441 0,031

5.3.4. Elaborarea unui scor prognostic

2,088

0,76
1,18

1,505

1,90

1,403-3,107

0,1-5,91
0,16-8,50

0,85-2,66

1,19-3,03

0,001

0,87
0,39

0,161

0,007

Un alt obiectiv al studiului a fost elaborarea unui scor prognostic original care sa

poata incadra pacientii intr-o grupa de risc. Pe baza analizei amanuntite a factorilor de risc

au fost luati In calcul urmatoarele variabile pentru alcatuirea unui scor care sd estimeze

evolutia ulterioara a pacientilor si acesta sa dicteze agresivitatea tratamentului si a urmaririi:

Statusul de performantd ECOG > 1

Prezenta ascitei

Boala reziduald macroscopica dupa interventia chirurgicala

1
2
3. Statusul menopauzal
4
5

Prezenta trombocitozei.

Se constata ca fiecare factor de risc suplimentar adaugat scade semnificativ statistic

(p=0,001) timpul pana la progresia bolii (nu s-a atins, 55, 24, 20, 12 luni) si supravietuirea

generala (nu s-a atins, 120, 72, 60, 41,30) — Figura 9.
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Figura 9. PFS (9A) si supravietuirea globala (9B) exprimate prin curbe de

supravietuire Kaplan Meier in functie de numarul de factori de risc

Aceste date sustin utilitatea scorului prognostic in evaluarea initiald a pacientului.
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acestuia am utilizat curbele ROC. Acestea au aratat ca scorul prognostic are o arie de sub
curba de 0,791, p=0,0001, 95%CI 0,721-086 pentru estimarea timpului pand la progresia
bolii si o arie de sub curba de 0,78, p=0,0001, 95%CI 0,710-0,850 pentru estimarea

supravietuirii generale. Aceste rezultate arata ca acest scor este util In practica medicala cu

o sensibilitate si specificitate foarte bune.
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Figura 10. Reprezentarea curbelor ROC estimand sensibilitatea si specificitatea
scorului prognostic
5.4 Discutii

Cele 160 de paciente cu neoplasm ovarian au avut o durata foarte lunga a urmaririi
mediane (78 luni cu intervalul 7-216 luni), ceea ce a permis estimarea corectd a supravietuirii
si postularea mai multor factori de prognostic negativ.

O dilema in tratamentul pacientelor cu neoplasm ovarian stadiul III si IV este daca
tratamentul acestora In prima linie ar trebuie sd inceapa cu interventia chirurgicala sau ar
trebui sa se administreze chimioterapie neoadjuvanta dupa care sa se efectueze o citoreductie
de interval. Mai multe studii si-au propus sa dovedeascd non-inferioritatea chimioterapiei
neoadjuvante in comparatie cu secventa clasica, operatie-chimioterapie, rezultatele fiind
contradictorii [15,16]. Tn studiul nostru, nu au fost diferente semnificativ statistice intre cele
doud modalitéti terapeutice. Radioterapia adjuvantd administratd la pacienti cu factori de
prognostic negativi a condus la o ratd de supravietuire bund si necesitd validari ulterioare
prin studii prospective [17]. Datele noastre confirma importanta colaborarii multidisciplinare
pentru tratamentul optim al pacientelor cu neoplasm ovarian si au fost prezentate deja la

nivel international [13].
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Cele mai consistente date legate de factorii prognostici in cancerul ovarian provin de
la studii retrospective si prospective care au dovedit ca varsta, statusul de performantda ECOG
2 fata de ECOG 0, stadiul FIGO IIIC si IV in comparatie cu tumorile cu stadiu I1IB sau mai
incipiente, gradul G2 si G3 in comparatie cu G1, subtipul histologic mucinos vs. seros,
prezenta ascitei peste 500 ml sunt factori prognostici independenti [18]. Datele sunt mai
putin robuste pentru stadiile incipiente de boalad [19], dar pentru stadiul IV de boala a fost
publicat un studiu care confirma ca prezenta bolii reziduale este cel mai important factor
prognostic negativ [20]. Studiul nostru a validat acesti factori prognostici si a identificat si
factori noi, mai putin studiati, realizdnd, dupa cunostinta noastrd, primul scor prognostic
pentru estimarea riscului la pacientele cu neoplasm ovarian.

Statusul menopausal, nuliparitatea sunt cunoscuti factori de risc pentru aparitia
neoplasmului ovarian [21]. Studiul nostru a caracterizat evolutia pacientelor in pre si post
menopauza, acesta fiind un studiu vast, care raporteaza evolutia oncologica pe termen lung
a pacientelor tinere in pre-menopauza cu adenocarcinom ovarian. Aceste date au fost recent
publicate, fiind importante nu numai pentru oncologi, chirurgi si ginecologi, dar si pentru
endocrinologi [14]. Importantd identificarii unui scor prognostic conduce la posibilitatea

estimarii riscului si particularizdrii tratamentului pacientelor cu neoplasm ovarian.

6. DETERMINAREA VEGEF SI A STRESULUI OXIDATIV LA LOTUL DE
PACIENTII CU NEOPLASM OVARIAN

Scopul acestui studiu a fost determinarea VEGF si a parametrilor de stres oxidativ
la pacientii cu cancer ovarian epitelial cu factori de prognostic negativ la care s-a practicat
interventie chirurgicald si chimioterapie (sdruri de platina).

6.1.Pacienti si metode

Am realizat un studiu prospectiv care a inclus 48 paciente diagnosticate in centrul
nostru cu carcinom ovarian epitelial intre ianuarie 2014 si decembrie 2017. Criteriile de
includere au fost similare cu cele de la lotul de 160 paciente.

Tratamentul chimioterapic administrat Tn prima linie de tratament a constat in
chimioterapie pe bazi de siruri de platini (paclitaxel 175 mg/ m? si carboplatin AUC 5-6 la
fiecare 3 saptamani). Fiecarui pacient i-au fost recoltate patru probe de séange (5 ml), in
dinamica, Tnaintea fiecarui ciclu de chimioterapie. S-a putut astfel urmari in dinamica
evolutia markerilor de stres oxidativ, valoarea VEGF si raspunsul la tratament. Serul a fost
izolat prin centrifugare si s-au efectuat urmatoarele determindri: peroxidarea lipidica,

ceruloplasmina, tiolii si antioxidanti totali.
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Metode: Determinarea VEGF solubil s-a efectuat prin metoda de tip ELISA.
Peroxidarea lipidica a fost evaluatd prin masurarea concentratiei serice a
malondialdehidei (MDA) prin metoda Spectrofotometrica Carbonneau. Aceasta metoda se
bazeaza pe producerea unui aduct colorat (MDA-TBA2) cu o maxima absorbtie la 532 nm
in functie de concentratie. Valorile normale sunt intre 0-4 umol / 100 ml ser.
Ceruloplasmina (CP) este o proteina de legare a cuprului de faza acuta, sintetizata
in principal la nivel hepatic, care este crescutd in stari pro-inflamatorii, sarcind si in
traumatisme. Ca enzime multifunctionale, ceruloplasmina prezinta activitate amino-
oxidazica, superoxid dismutazica si activitate fero-oxidazica.
Activitatea oxidativa a ceruloplasminei a fost utilizdnd metoda Ravin. Este de
asemenea o metoda spectrofotometrica, iar intensitatea culorii dezvoltata la 540 nm este
direct proportionala cu concentratia ceruloplasminei. Valorile normale sunt: 80-120 UI.
Gruparile SH-albumina tioli a fost masurata prin reactia cu reactivul Ellman (5,5
ditio-bis nitrobenzoic) care a atins o intensitate maxima la 412 nm in concordantd cu
grupdrile SH-. Nivelurile normale variaza 1intre 370 si 450 pmol / L
Antioxidantii totali au fost masurati pornind de la capacitatea serului de a reduce
fierul (la un pH scazut, complexul Felll-tripiridil-s-triazina este redus la starea feroasa si se
formeaza un complex albastru intens, iar intensitatea maxima a culorii este la lungimea de

unda de 593 nm).

6.2.Rezultate

6.2.1.Caracteristicile lotului

Lotul a de pacienti a inclus 48 paciente cu adenocarcinom ovarian confirmat
histopatologic. Véarsta medie a fost de 51,3 + 8,1 ani (limite: 42-78 ani). Distributia pe stadii
a pacientelor a aratat ca marea majoritate au fost Incadrate in stadii avansate de boala (stadiul
IIT 58% s1 IV 28,6% ) si doar 20% din paciente in stadiul II de boala.

6.2.2.Determinarea VEGF

Determinarea factorului de crestere al endoteliului vascular (VEGF solubil) s-a
efectuat prin metoda de tip ELISA pe un lot de 32 paciente Thaintea primelor trei cicluri de
chimioterapie. Valorile normale ale VEGF in ser sunt: 50-750 pg/ml.

6.2.2.1 Determinarea VEGF in dinamica

Valorile VEGF serice in lotul investigat au fost global mai mari decat cele normale
(media 1020,7 = 175 pg/ml, limite: 719-1458 pg/ml, v.n. < 750 pg/ml). Evaluarea in
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dinamica a VEGF 1naintea fiecarui ciclu de chimioterapie a aratat ca valorile VEGF cresc

usor, dar constant, dar nu au diferit din punct de vedere statistic.

1400.00
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Mean

1000.00

800.00-

VEGF1 VEGF2 VEGF3
Error bars: +- 2 SD

Figura 11. Determinarea in dinamica a valorilor VEGF inaintea fiecirui ciclu

de chimioterapie

6.2.2.2 Valorile VEGF in functie de prezenta a tumorii macroscopice

Studiul si-a propus sd evalueze dacad prezenta tumorii masurabile influenteaza
valoarea VEGF si a parametrilor de stres oxidative. Lotul a fost impartit in doud subgrupuri:
subgrupul A a inclus 21 pacienti aflati in stadiu II sau III de boald la care s-a practicat
interventia chirurgicala cu intentie curativa si la care evaluarea postoperatorie nu a mai
depistat boala reziduald macroscopicd si subgrupul B care a inclus 28 de pacienti cu
neoplasm ovarian stadiul IV sau recidivat si paciente cu stadiul III de boald la care dupa
interventia chirurgicala s-a decelat boald reziduald macroscopica. Pacientii cu tumora
reziduald au avut valori semnificativ statistic mai mari ale VEGF (medie VEGF= 1058
pg/ml) comparative cu pacientii fara tumora (medie VEGF= 810 pg/ml), p= 0,0036 — asa

cum este reprezentat in figura 12.
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Figura 12. Valorile VEGF la pacientii cu tumora macroscopica vs. cei fira tumora

macroscopica p = 0,0036.
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6.2.2.3. Studierea interrelatiei intre speciile reactive de oxigen (ROS) si VEGF

Pornindu-se de la modelele experimentale care aratd o stransa interrelatie intre
semnalizarea indusa de speciile reactive de oxigen si angiogeneza, am studiat daca existd o
corelatie intre valorile parametrilor stresului oxidative si VEGF.

Astfel, in lotul nostru de pacienti se constata o crestere liniara a valorilor VEGF 1n
corelatie pozitiva cu markerii de peroxidare lipidica (valorile malondialdehidei), coeficientul
de corelatie Pearson r = 0,386 cu semnificatie statistica, p= 0,0313- Figura 13A. De
asemenea exista o corelatie pozitiva si in cea ce priveste VEGF si ceruloplasmina (coeficient
Pearson r= 0,356, p= 0,0388) — Figura 13B.
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Figura 13. Corelatia pozitiva intre valorile VEGF si valorile malondialdehidei (13A) si
ceruloplasminei (13B)

6.2.2.4. Studierea rolului prognostic al VEGF

Studiul de fata si-a propus sa evalueze rolul prognostic al VEGF la pacientele cu
neoplasm ovarian. Pacientii au fost impartiti in 3 categorii: pacienti cu valori ale VEGF sub
750 pg/ml, pacienti cu valori cuprinse intre 750 pg/ml si 1200 pg/ml si pacienti cu valori ale
VEGF peste 1200 pg/ml. Intervalul mediu pana la progresia bolii a fost de 12 luni in cazul
pacientelor cu valori foarte mari ale VEGF (peste 1200 pg/ml), comparativ cu 32 de luni in
cazul pacientelor cu valori ale VEGF cuprins intre 750 si 1200 si mediana nu a fost atinsa
deoarece nu s-au produs suficiente evenimente pentru cei cu valori normale ale VEGF (log
rank p=0,0001). Valorile crescute ale VEGF s-au asociat cu un risc de 2,6 ori mai mare de
progresie a bolii fata de valorile normale (HR= 2,60, 95% CI 1,69-3,99). Supravietuirea
pacientelor cu valori crescute ale VEGF a fost mult mai mica decat cea a pacientelor cu
valori normale, desi datele sunt limitate de numarul mic de pacienti din fiecare subcategorie.
Astfel, nu s-a inregistrat inca nici un deces in lotul cu valori normale ale VEGF, in timp ce

in lotul cu valori crescute ale VEGF, nu au existat diferente semnificative intre valorile peste
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1200 pg/ml si cele sub 1200 pg/ml astfel incat supravietuirea mediana nu a fost atinsa in nici

unul din grupuri, semnificand importanta unei urmariri mai lungi a pacientelor — Figura 14.
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Figura 14. Intervalul mediu pana la progresia bolii (14A) si supravietuirea

generali(14B) in functie de diferitele categorii de valori ale VEGF.

Pentru a estima sensibilitatea si specificitatea dozarii VEGF in cancer ovarian am
utilizat analiza curbelor ROC. Astfel pentru estimarea corecta a timpului pana la progresia
bolii aria de sub curba a VEGF a fost de 0,798, p=0,005, 95% CI 0,636- 0,959. Valoare cut-
off a VEGF pentru estimarea PFS, cu sensibilitate 84% si specificitate 71% a fost de 948
pg/ml. In ceea ce priveste supravietuirea general aria de sub curbi a fost de 0,691, p=0,098,
95% CI 0,49-0,89, cut-off pentru estimarea supravietuirii fiind de 966 pg/ml, specificitatea
de 77% si sensibilitatea de 52% (Figura 15).
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Figura 15. Reprezentarea prin curbe ROC a sensibilitatii si specificitatii VEGF in

estimarea timpului pana la progresia bolii (15A) si a supravietuirii generale (15B).
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6.2.2.5. Estimarea raspunsului la siaruri de platina prin masurarea VEGF

Am studiat daca valorile VEGF pot estima raspunsul la tratamentul cu sdruri de
platina: pacientele cu tumori rezistente la platind au avut o valoare semnificativ statistic
mai mare a VEGF decét cele cu tumori sensibile la platinad sau decat cele cu sensibilitate

intermediara (p=0,003) — Figura 16.
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Figura 16. Valorile VEGF in functie de sensibilitatea tumorii la siruri de platina.
de AUC =0,874, p=0,003, 95% CI 0,734-1, valoarea cut-off (80% sensibilitate, 80%
specificitate) fiind de 1085 pg/ml - Figura 17.
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Figura 17. Reprezentarea prin curbe ROC a sensibilitatii si specificitatii VEGF

ROC Curve

Sensitivity

pentru estimarea sensibilitatii la saruri de platina.

6.2.3.Determinarea parametrilor de stres oxidativ la pacientele cu neoplasm
ovarian.

Stresul oxidativ a fost determinat prin masurarea malondialdehidei, ceruloplaminei,
tiolilor si antioxidantilor totali. Analiza descriptiva a masuratorilor parametrilor de stres

oxidativ sunt prezentate in Tabelul 4. Asa cum se observa si malondialdehida si
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ceruloplasmina au avut valori mai mari decat cele normale, iar tiolii albuminici si
antioxidantii totali cvasi normale.

Tabelul 4. Analiza descriptiva a parametrilor de stres oxidativ studiati.

Malondialdehida Ceruloplasmina Tioli Antioxidanti VEGF
(umol/100 ml) (U.1) (umol/l) (unitate de pg/ml
masura)
Medie 7,84 174,51 343,04 1,36 1020,7
Deviatie 2,94 72,84 142,01 0,49 175,08
standard
Eroarea 0,20 51 9,89 0,03 30,95
standard a
mediei
Mediana 7,35 159 325 1,34 983,33
Minimum 2,16 50 100 0,06 719
Maximum 16,83 483 852 4,10 1458
Valoarea 0-4 80- 120 370- 0,9-14 750
450
normala

6.2.3.1.Evolutia parametrilor de stres oxidativ in dinamica

Valorile malondialdehidei au scdzut semnificativ statistic (p=0,003) intre prima si a
patra administrare, in timp ca valorile ceruloplasminei, tiolilor si antioxidantilor nu au diferit
semnificativ statistic intre cele patru determinari.

6.2.3.2. Relatia dintre diferiti parametri ai stresului oxidativ

S-a constat ca exista o corelatie pozitiva, Tnalt semnificativa statistic intre valorile
peroxidarii lipidice determinatd prin masurarea malondialdehidei si  valorile
ceruloplasminei, valorile coeficientului Pearson de corelatie fiind r= 0,44, p=0,0017.
Corelatie pozitiva exista de asemenea si Intre valorile peroxidarii malondialdehidei si tiolii
plasmatici, valoarea coeficientului de corelatie Pearson fiind r= 0,388 p<0,007 — Figura 18.
Nu au existat corelatii semnificative statistic Intre valorile malondialdehidei si antioxidanti
(r= 0,021, p=0,89), intre valorile ceruloplasminei si antioxidanti (r= 0,05, p=0,730) si intre
valoarea tiolilor si a antioxidantilor (r= 0,072 si p=0,63).

Toate aceste determinari Intaresc ideea productiei in exces a speciilor reactive de
oxigen si lipsa unui raspuns compensator eficient al organismului la acest dezechilibrul al

stresului oxidativ.
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Figura 18. Corelatia pozitiva intre valoarea malondialdehidei si ceruloplasmina

(18A, r=0,44, p=0,0017) si malondialdehida si valoarea tiolilor (18B r= 0,388 p<0,007)

6.2.3.4.Studierea relatiei dintre markerii stresului oxidativ si boala
reziduala macroscopica
Valorile medii ale malondialdehidei si ceruloplasminei au fost semnificativ statistic
mai mari la pacientii din subgrupul B cu tumord reziduala comparativ cu pacientii din
subgupul A fara tumora reziduald (p=0,0001 pentru malondialdehida si respectiv p= 0,0205
pentru ceruloplasmina)- Figura 19.
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Figura 19. Valorile malondialdehidei (A) si ceruloplasminei (B) sunt semnificativ
statistic mai mari la pacientii cu tumora reziduala comparativ cu pacientii fara

tumora reziduala macroscopica
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Figura 20. Timpul pana la progresia bolii si Supravietuirea generala in functie de
categoriile de valori ale malondialdehidei p =0,0001

In contrast cu aceste rezultate, valoarea tiolilor si a antioxidantilor nu au diferit
semnificativ statistic intre cele doua subgrupuri, p=0,06 pentru tioli si p=0,71 pentru
antioxidant.

6.2.3.5. Rolul speciilor reactive de oxigen in estimarea prognosticului
pacientului

Studiul si-a propus in continuare sd evalueze rolul prognostic al diferitelor valori ale
peroxidarii lipidelor la pacientele cu neoplasm ovarian. A fost analizat intervalul pana la
progresia bolii si supravietuirea mediana pentru pacientele cu valori ale malondialdehidei
mai mici de 8 umol/100 ml, cu valori intre 8-12 umol/100 ml si cu valori ale peroxidarii
lipidice peste 12 umol/100 ml. Intervalul pana la progresia bolii a fost Tnalt semnificativ
statistic diferit (p=0,0001), cu un PFS mediu estimate de 36 luni in cazul pacientelor cu
valoare a malondialdehidei sub 8 pmol/100 ml, care scade vertiginos la 12 luni in cazul
pacientelor cu valoare a malondialdehidei intre 8 si 12 si extrem de scazut (6 luni) in cazul
pacientelor cu valori ale malondialdehidei peste 12 umol/100 ml. Valorile peste 8 cresc riscul
de progresie de 2,9 ori (HR= 2,904, 95% CI 2,21-3,81, p=0,0001) — Figura 20

In ceea ce privesc datele de supravietuire generala, se constati supravietuirea cea mai
mare la pacientele cu valori scazute ale malondialdehidei, sub 8 umol/100 ml la care OS
estimat a fost de 120 luni, Tn lotul cu valori intermediare ale peroxidarii lipidice OS mediana
a fost de 55 luni iar in lotul pacientelor cu valori peste 12 umol/100 ml ale malondialdehidei,
supravietuirea mediand nu a depasit 36 luni, HR=2,028, 95% CI 1,42-2,883, p<0,0001.

Pentru a valida utilitatea malondialdehidei ca marker prognostic am calculat
sensibilitatea si specificitatea acesteia pentru a prezice timpul pana la progresia bolii si

supravietuirea generald. Aria de sub curba pentru PFS de 0,739, p=0,0001, 95% CI 0,671-
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0,807. Pentru estimarea OS, valoarea ariei de sub curba a fost de 0,695, p=0,001, 95% ClI

0,612-0,778. Valoarea cut-off cu sensibilitate 77% si specificitate 50% a fost de 6,5
umol/100 ml (Figura 21).
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Figura 21. Reprezentarea prin curbe ROC a sensibilitatii si specificitatii

Malondialdehidei pentru estimarea timpului pani la progresia bolii (21A) si a

supravietuirii generale (21B).

6.2.3.6.Interrelatia dintre valorile malondialdehidei si sensibilitatea la chimioterapia

cu platina

Asa cum reiese din Figura 22, valorile malondialdehidei au fost semnificativ statistic

mai mari in cazul pacientelor rezistente la terapia cu saruri de platina si asemandtoare pentru

pacientele cu sensibilitate intermediard sau sensibile la sdrurile de platina, p=0,0001.
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Figura 22. Valoarea malondialdehidei este semnificativ statistic mai crescuti la

pacientele cu boala rezistenta la sarurile de platina.
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tratamentul cu saruri de platina prin curbe ROC, a aratat o arie de sub curba de 0,818,
p=0,0001 si CI 95% 0,744-0,893, ceea ce dovedeste cd malondialdehida poate stima foarte
bine o posibila rezistentd la tratament. S-a identificat un cut-off pentru valoarea

.....

sensibilitate si 64% specificitate — figura 23.
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Figura 23. Reprezentarea prin curbe ROC a sensibilitatii si specificititii

malondialdehidei pentru estimarea rezistentei la saruri de platina

6.3. Discutii

Datele din literaturd privind rolul VEGF (o citokind multifunctionald care creste
permeabilitatea vasculara si stimuleaza cresterea celulelor endoteliale si angiogeneza) ca
factor de prognostic la pacientele cu neoplasm ovarian sunt contradictorii. Exista 0 asociere
semnificativ statistica intre nivelul de VEGF si stadiul FIGO, gradul tumorii, dimensiunea
reziduului tumoral dupd interventia chirurgicald, invazia limfoganglionilor si prezenta
lichidului de ascitd, dar nu exista consens intre cercetatori [22].

O meta-analiza a inclus 16 studii, 1111 pacienti (385 analizeaza serurile si 638
analizeaza specimenele de tumori ovariene). Studiile care au analizat serul pacientilor cu
neoplasm ovarian au inclus ih medie 58 de pacienti (41-101). Valorile crescute ale VEGF s-
au asociat cu un interval pana la progresia bolii mai scurt (HR=2,46) si cu o supravietuire
mai scazutda (HR=1,7) [23].

Cea mai recentd meta-analizd publicatd in 2018 a inclus 1145 paciente si a aratat ca

expresia crescutd a VEGF tisular se asociaza cu scaderea supravietuirii si un PFS mai mic
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(pentru supravietuire, riscul este de 2,24 ori mai mare, 95% CI 1,36-3,70; p=0,002, iar pentru
timpul pana la progresia bolii (PFS) HR= 1,60, 95% CI 1,11-2.31; P=0.01) [24].

Datele studiului nostru sugereaza faptul ca balanta stresului oxidativ este inclinata
mai mult in favoarea productiei in exces de radicali liberi de oxigen in detrimentul captarii
acestora si ca mecanismele de aparare reprezentate de antioxidanti nu pot compensa faptul
ci tumora este un inductor al stresului oxidativ. In celula neoplazici, instalarea
dezechilibrului dintre productia de specii reactive de oxigen si eliminarea radicalilor liberi
conduce la o stare de stres oxidativ si la distrugerea unor componente esentiale ale celulei
[25]. Stresul oxidativ rezultat din acest dezechilibru, are un rol cauzator, dar este si o
consecinta a carcinogenezei, interferand cu toate fazele acestui proces, cum ar fi initierea,
promovarea, progresia, invazia si metastazarea, raspunsul la tratament [26]. Studiul nostru a
identificat o crestere a valorilor malondialdehidei si activitatii oxidative a ceruloplasminei,
si valori mai scazute ale tiolilor albuminici si antioxidantilor subliniind dezechilibrul
stresului oxidativ. Date obtinute la lotul nostru de paciente confirma rolul prognostic al
malondialdehidei in estimarea evolutiei si prognosticului pacientelor cu neoplasm ovarian
precum si sensibilitatea la tratamentul cu sdruri de platina. Un studiu care a inclus 42 de
pacienti cu cancer ovarian a raportat de asemenea niveluri crescute ale malondialdehida si a
gasit o diferenta statisticd semnificativa intre grupul de pacienti cu cancer ovarian si grupul
martor (8,7 vs. 6,7 nmol/L). Studiul nu a identificat Tnsa si 0 valoare prognostica a
determinarii malondialdehidei [27]. Tn concluzie, tumora produce Tn exces specii reactive de
oxigen, la pacientii cu carcinom ovarian epitelial, si aceasta poate juca un rol important in
invazie si metastazare. Atat malondialdehida cat si VEGF au avut in lotul nostru valoare

prognostica si au estimat sensibilitatea la tratamentul cu saruri de platina.

7. STUDIUL PROCESELOR DE SEMNALIZARE A ANGIOGENEZEI SI
AL ROS PE MODELE EXPERIMENTALE IN VIVO SI IN VITRO SI
IMPLICATIILE LOR TERAPEUTICE

A treia parte a studiului si-a propus realizarea unui model experimental murin care
sa serveasca pentru studierea interrelatiei dintre parametrii stresului oxidativ si angiogeneza
precum si identificarea unor noi tinte terapeutice.

Ipoteza de lucru de la care s-a pornit este faptul ca celula neoplazica este supusa
unui stres oxidativ crescut continuu si una din principalele cai de a regla acest dezechilibru

este sa utilizam agenti citotoxici si anti-angiogenici, anti-oxidanti sau imunologici.
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7.1.0btinerea modelului experimental
7.1.1.Alegerea modelului experimental in oncologie util in cercetarea
stresului oxidativ si angiogenezei.

Animalele de laborator folosite pe parcursul elaborarii acestei lucrdri experimentale
au fost sobolanii Wistar, linii inbred aclimatizati si crescuti in Biobaza Institutului
Oncologic « Prof. Dr. Al. Trestioreanu » din Bucuresti.

Materialul tumoral utilizat a fost tumora experimentala Walker 256: celulele
utilizate au fost multiplicate in cultura si apoi inoculate animalului Tn flancul drept cu un
numir cuprins intre 1 x 108 — 2 x 108 celule/ml, tumora dezvoltati fiind transplantabila prin
xenogrefe. Alegerea acestei tumori experimentale a tinut cont si de faptul cd ea dezvolta si
o forma ascitica care se poate transforma Tn urma inocularii in forma solida si deoarece are
0 dezvoltare rapida, procentul de transplantare cu succes este de aproximativ 70-80%,
perioada de latenta a tumorii din momentul inocularii pana la tumora vizualizabila fiind de
aproximativ 7 zile, permitand repetarea experimentelor fard un inconvenient legat de timp si
durata prelungita.

7.1.2. Evolutia tumorilor dupa transplantare

Modelul experimental a fost urmadrit din punct de vedere al inducerii tumorii, al
ratei de crestere a acesteia, dimensiunilor si comportamentului sau precum si a raspunsului

la diferiti agenti chimioterapici, anti-angiogenici, antioxidanti si imunoterapii.

7.2. Determinarea biochimica a parametrilor de stres oxidativ in modele
experimentale si interrelatia cu angiogeneza

7.2.1. Motivatia studiului

Scopul lucridrii in aceastd etapa a cercetdrii a fost sa identificdim pe un model
experimental in vivo, rolul speciilor reactive de oxigen in cascada de semnalizare a
procesului de angiogeneza si de a stabili mecanismele citotoxice induse de aceste specii in
dinamica unor tratamente utilizate n cancerului ovarian.

7.2.2. Materiale si metode

A fost realizat un model experimental in vivo care a constat in inducerea
carcinomului Walker 256 la sobolanii Wistar albino, urmarindu-se parametrii biochimici de

stres oxidativ in dinamica tratamentului. Datele obtinute au fost comparate cu un lot martor
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netratat la care aceeasi parametrii au fost determinati in dinamica cresterii si evolutiei
tumorale.

S-a determinat indicele de peroxidare lipidica, evaluat prin masurarea concentratiei
malondialdehidei serice [28]. Pentru masurarea atacului oxidativ al speciilor reactive de
oxigen asupra proteinelor s-au masurat tiolii alouminici. Gruparile tiol-albuminice SH au
fost determinate prin reactia cu acidul 5,5°-ditio-bis (2-nitrobenzoic) denumit si reactiv
Ellman [29]. Masurarea antioxidantilor non-enzimatici din probele recoltate de la animalele

de experienta s-a realizat prin testul FRAS (ferric reducing ability of serum)[30].

7.2.3 Rezultate

7.2.3.1 Urmarirea cresterii tumorale

Prima etapa a fost reprezentatd de urmadrirea cresterii si dezvoltarii tumorale, care
implica 1n primul rand determindrile metrologice macroscopice ale animalelor de laborator
prin masurarea periodica a greutdtii corporale si a dimensiunilor tumorale. Greutatea
animalelor de experienta a crescut de la 210 g Tnainte de inoculare la 223 la 21 zile post
implantare, cand dimensiunile medii ale tumorii au fost de 22 mm.

7.2.3.2 Méasurarea parametrilor de stres oxidativ in ser si tesut tumoral

Rezultatele obtinute indicd o crestere a reactiilor de oxidare manifestatd asupra
lipidelor, prin cresterea valorilor malondialdehidei atat in ser cat si in tesutul tumoral mai
ales deoarece lipidele au o distributie mare in organism si in membrana celulara, primul atac
al radicalilor liberi de oxigen fiind la acest nivel.

Tabelul 5. Valorile parametrilor de stres oxidativ determinate din ser si tesutul

tumoral la modelul murin inoculat cu tumora

Determinare TO 7 zile 10 zile 14 zile 21 zile
Thainte post- post- post- post-
inoculare | implant | implant | implant | implant
Peroxidare Ser 6,31 7,93 8,32 9,75 9,29
Lipidica Tesut - 4,98 4,63 6,28 13,58
umoli /100 ml tumoral
Tioli Ser 301 235 297 345 398
umoli /1 Tesut - 564 589 481 346
tumoral
Antioxidanti Ser 0,85 0,75 0,85 0,93 1.19
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pmoli /1 Tesut - 1,86 2,55 3,09 3,24

tumoral

Am Inregistrat valori crescute ale tiolilor albuminici doar la nivelul tesutului
tumoral si acest lucru poate fi explicat prin faptul ca tumora produce in exces proteine cu

sulf pentru a reduce producerea de anti-oxidanti.

7.2.3.3 Studiul interrelatiei dintre parametrii serici ai stresului oxidativ si
raspunsul la tratamentul anti-angiogenic cu anticorpi monoclonali anti VEGF, folosind
modelul experimental murin

In vederea identificirii mecanismelor care stau la baza neo-vascularizatiei si
interrelatia acestora cu stresul oxidativ, am folosit in continuare modelul experimental murin
divizand 20 de sobolani Wistar albino inoculati cu tumora, ajunsi la maturitate in doua loturi,
un lot martor netratat si unul la care s-a aplicat un tratament cu anticorpi monoclonali anti
VEGF (bevacizumab) timp de trei saptamani, trei zile pe saptamana, administrandu-se 15
mg/kg corp dizolvat in solutie salind 0,2 ml administrat intravenos (in vena cozii).

S-au masurat aceeasi parametri de stres oxidativ.

Se constata o crestere a peroxidarii lipidice odata cu cresterea volumului tumoral cu
33,5%. Pentru lotul tratat existda o modificare a profilului peroxidarii lipidice. Dupa
instituirea tratamentului anti-angiogenic, peroxidarea lipidica inregistreaza o crestere mult
mai mica. Valorile spre sfarsitul tratamentului cresc doar cu 8,6 % fata de valoarea initiala,
spre deosebire de lotul martor unde cresterea este de 33,5%. Aceste valori sugereaza pentru
aceasta etapd a investigatiilor o eficienta a tratamentului instituit. Se identificd, asemanator
profilului tiolilor serici, o crestere a atacului oxidativ asupra proteinelor in timpul cresterii si
dezvoltarii tumorale. Daca la lotul martor cresterea maxima s-a Inregistrat cu valori de pana
la 13,5%, pentru lotul tratat aceasta este de 8,9% sugerand eficienta tratamentului cu
anticorpi monoclonali anti VEGF 1n diminuarea metabolismului oxigenului, a producerii
radicalilor liberi si indirect a circulatiei oxigenului si a angiogenezei.

Tratamentul instaurat a fost eficient, a dus la diminuarea metabolizarii oxigenului,
ceea ce nu a necesitat activarea sistemelor de luptd antioxidante endogene. Daca in timpul
cresterii tumorale exista o activitate antioxidanta crescutd de pana la 83,7% inregistrata la

lotul martor netratat, cresterea survenita la lotul tratat este de doar 17,9% - Figura 24.
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Peroxidarea lipidica din ser Antioxidantii din ser

W Lot martor Lot tratat W Lot martor Lot tratat
12.00 9.72 1.5 1.36
12'32 7.28 7.03 846 7 54 7.64 ) 0.98
. 0.74 0.67 0.71 0.79
6.00
4.00 0.5
2.00
0.00 0
7 zile post- 2 saptamani 3 sdptamani 7 zile post- 2 saptamani 3 saptamani
inoculare inoculare

Figura 24. Variatia peroxizilor lipidici si a antioxidantilor totali din ser in dinamica
cresterii tumorale si a tratamentului.

7.2.3.4 Studiul interrelatiei dintre parametrii stresului oxidativ din tesutul tumoral si
raspunsul la tratamentul antiangiogenic cu anticorpi monoclonali anti VEGF, folosind
modelul experimental murin

Pentru a limita factorii de confuzie externi care pot fi intalniti in momentul dozarii
produsilor de stres oxidativ din ser, am continuat studiile pe material biologic provenit de la
animalele purtdtoare de carcinom experimental Walker 256. Din omogenatul tisular brut
recoltat de la sobolanii inclusi in lotul martor, s-au efectuat in dinamica tratamentului
determindri ale peroxizilor lipidici si valorile au fost comparate cu cele obtinute din

omogenatul indivizilor tratati cu anticorpul monoclonal anti VEGF- Figura 25.

Peroxidarea lipidica din tesutul tumoral Antioxidantii din tesutul tumoral
® Lot martor Lot tratat # Lot martor Lot tratat
20 15.88 4 3.07

15 1.03 3

1.79 1.71
0 536 4.48 2
1
0 0

7 zile post- 2 saptamani 3 saptamani 7 zile post-

inoculare inoculare

Figura 25. Peroxidarea lipidica si antioxidantii totali in tesutul tumoral in dinamica
cresterii tumorale si a tratamentului
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Din tesutul tumoral au fost masurati si antioxidantii totali. Aceste sisteme endogene
s-au activat ca mecanisme de protectie impotriva cresterii speciilor reactive de oxigen §i am

obtinut in tesutul tumoral valori mai scazute in lotul tratat fata de cel martor — Figura 25.

7.3 Studiul parametrilor de stres oxidativ pe culturi celulare si noi implicatii
terapeutice

Cultura de celule reprezinta o metoda experimentala prin care celule izolate sau mici
fragmente de tesut sub forma de suspensii celulare sunt transferate si cultivate in vitro intr-
un mediu artificial, controlat, in care isi pdstreaza viabilitatea, caracteristicile si functiile
specifice, in scopul multiplicarii si caracterizarii acestora si al testarii diferitelor modalitati
terapeutice.

7.3.1. Studiul efectelor agentilor chimioterapici asupra parametrilor stresului
oxidativ pe culturi celulare

Ipoteza de lucru a fost reprezentatd de posibilitatea de a contracara efectele
produse de tumora si de chimioterapice asupra dezechilibrului stresului oxidativ prin
folosirea quercetinei.

Pornind de la faptul ca paclitaxelul si carboplatinul sunt compusii cei mai utilizati in
tratamentul cancerului ovarian, culturile celulare obtinute din linia Walker 256 prin pasaje
seriate au fost tratate cu o combinatie din compusii paclitaxel, cisplatin si quercetina.
Momentul la care celulele au fost expuse la quercetina este de asemenea important astfel
incat valorile antioxidantilor au fost masurate dupa administrarea flavonoidului, Tnaintea

citostaticelor sau dupa acestea.

Malondialdehida
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Figura 26. Determinarea parametrilor de stres oxidativ A - malondialdehida, pe linii

celulare tratate cu combinatia Paclitaxel + Cisplatin + Quercetina

33



7.3.2. Studiul parametrilor de stres oxidativ in dinamica administrarii quercetinei

Valorile malondialdehidei au scazut ceea ce semnificd o diminuare a atacului
oxidativ exercitat asupra lipidelor. Tiolii cresc in prima etapa, urmand ca la sfarsitul
perioadei de incubare valorile sa se apropie de cele normale. Antioxidantii totali
inregistreaza o crestere a nivelurilor inh prima parte a experimentului, sugandu-se faptul ca
quercetina are actiune antioxidantd, dar acumularea in timp poate determina un profil
oxidant. Putem concluziona cd doza si timpul administrarii unor compusi cu actiune

antioxidantd cunoscuta poate influenta profilul pro- sau antioxidant.

7.4. Studiul complexelor imune circulante

Alaturi de chimioterapia clasica si de tratamentul anti-angiogenic, Tn ultimii ani si-a
facut aparitia In tratamentul cancerului ovarian si imunoterapia. Datele au fost destul de
dezamagitoare 1n sensul cd rata de raspuns nu depaseste 15% si este dificil de estimat care
pacienti pot beneficia de acest tratament. Pentru a caracteriza imunogenicitatea tumorilor am
masurat complexele imune circulante dupa tratament cu cisplatin si dupa administrarea unui
anticorp monoclonal anti PD-1. Complexele imune circulante au fost masurate prin metoda
Haskova modificata, urmarindu-se precipitarea cu polietilenglicol (PEG). Tn lotul investigat
s-a constatat o relatie direct proportionald intre cresterea tumorald si nivelul complexelor
imune circulante. Valoarea lor creste usor dupa ce tumora ajunge la dimensiuni peste 25 mm
si scade dupa ce o parte a tesuturilor intra in apoptoza si necroza. Prezenta acestor complexe
imune sugereaza antigenicitatea tumorald si faptul ca aceasta tumora poate fi folosita in
experimentele ulterioare in care se administreaza imunoterapie. Tratamentul cu cisplatin a
crescut imunogenicitatea tumorii si implicit si numarul de complexe imune circulante.

Exista limitiri ale cercetirii noastre. Astfel, un dezavantaj major al tuturor
modelelor tumorale descrise pana acum 1in literatura este ca tumorile sunt studiate in termen
de cateva saptamani dupa inocularea de celule tumorale, in timp ce cancerul uman se
dezvolta intr-o perioadd de mai multe luni sau ani. O alta limitare poate fi reprezentata de
utilizarea unor anticorpi monoclonali umanizati pe modele murine. Chiar daca anticorpul
monoclonal folosit este umanizat, in studii anterioare pe modele experimentale s-au obtinut
rezultate care ne-au demonstrat ca nu exista o diferentiere marcanta intre receptorii VEGF
murini sau umani. Datele din literatura mentioneaza ca acest compus poate fi utilizat si in

modele murine [31].
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CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Lucrarea “Rolul factorului de crestere al endoteliului vascular si al speciilor
reactive de oxigen in cancerul ovarian si implicatii terapeutice la pacienti cu factori de
prognostic negativ” abordeaza un subiect de mare interes clinic si teoretic, atdt pentru
oncologi cat si pentru ginecologi si chirurgi, deoarece carcinomul ovarian se poate asocia cu
o morbiditate si o mortalitate importanta.

Studiul prezentat, printr-o documentare minutioasa, o cazuistici numeroasa, prin
evaluarea unor parametri inovatori (dozarea VEGF seric si a parametrilor stresului oxidativ
la pacientele cu carcinom ovarian), prin realizarea unui model experimental murin valabil si
o cercetare translationald si pluridisciplinara, a reusit sa atinga obiectivele de cercetare pe
care si le-a propus. La finele lui, se impun urmatoarele concluzii:

1. Cancerul ovarian in populatia studiatda (160 paciente urmarite ambispectiv o
perioada mediana de 78 luni, intervalul 7-216 luni) - se asociaza cu un prognostic infaust,
supravietuirea generald la 5 ani a fost de 59% pentru toate stadiile, iar pentru stadiul 111C
supravietuirea mediand a fost de 51 luni si pentru stadiul 1V de 48 luni.

2. Tratamentul multimodal constand din chimioterapie, interventie chirurgicala si
radioterapie poate oferi pacientelor cele mai bune sanse de supravietuire.

3. Studiul clinic a identificat mai multi factori de prognostic negativ: statusul > 1
de performantd la diagnostic al bolnavei, trombocitoza, prezenta ascitei, gradul de
diferentiere al tumorii, subtipul histopatologic seros sau mucinos fatd de cel endometrioid,
statusul menopauzal, prezenta si cantitatea bolii reziduale.

4. Multi dintre acesti factori cum ar fi trombocitoza, statusul menopauzal nu au
fost studiati extensiv in literatura de specialitate si aduc noutate si originalitate tabloului
factorilor prognostici in cancerul ovarian.

5. Identificarea acestor factori prognostici, ne-a permis realizarea unei stratificari
prognostice a pacientelor cu carcinom ovarian. S-a elaborat un scor prognostic original
care include cinci factori pentru care se acordd un punct:

- statusul de performanta ECOG > 1,

- prezenta ascitel,

- statusul menopauzal,

- prezenta tumorii reziduale dupa interventia chirurgicala,

- prezenta trombocitozei.
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Scorul prognostic propus de actuala teza de doctorat poate fi util in viitor in practica
medicala prin identificarea pacientelor cu factori de prognostic negativ la care tratamentul
trebuie particularizat prin escaladarea modalitatilor terapeutice. Acest scor necesitd validare
ulterioara prin studii pe loturi si mai ample de pacienti urmariti prospectiv. Identificarea unor
factori de prognostic negativi clinici si elaborarea scorului prognostic pot avea in viitor si un
impact economic, contribuind la o mai buna evaluare a prognosticului acestor paciente, fara
costuri suplimentare.

6. Studiul de fata a evaluat magnitudinea rolului VEGF si a stresul oxidativ la
paciente cu cancer ovarian si este primul care raporteaza relatia cu factorii clinici si
paraclinici prognostici precum si relatia cu factorii angiogenici si raspunsul la tratamentul
cu saruri de platina. Valorile VEGF au fost mult crescute la pacientele cu carcinom ovarian.
Valorile VEGF au fost semnificativ statistic mai mari la pacienti care au prezentat tumora
macroscopica reziduala in comparatie cu pacientii fard tumora reziduald acesta dovedind
ca tumora secreta VEGF.

7. Am identificat o corelatie pozitiva, semnificativa statistic, intre valorile VEGF
ca marker de angiogeneza si ROS, reprezentati de peroxidarea lipidica si respectiv
ceruloplasmina.

8. In studiul de fatd am validat VEGF ca factor prognostic. Intervalul mediu pana
la progresia bolii a fost semnificativ statistic mai mic pentru pacientele cu valori ale VEGF
intre 750 si 1200 pg/ml si cu valori peste 1200 pg/ml comparativ cu cele cu valori normale
ale VEGF. Valorile crescute ale VEGF s-au asociat cu un risc de 2,6 ori mai mare de
progresie a bolii fata de valorile normale (HR= 2,60, 95% CI 1,69-3,99).

9. Am identificat de asemenea o valoare de cut-off a VEGF de 948 pg/ml, cu
sensibilitate 84% si specificitate 71% pentru estimarea timpului mediu pana la progresia
bolii, si un cut-off pentru supravietuirea mediana de 966 pg/ml specificitatea de 77% si
sensibilitatea de 52%, pe baza analizei prin curbele ROC.

10. Am identificat o valoare cut-off a VEGF de 1085 pg/ml, cu sensibilitate 86%
si specificitate 80% pentru estimarea rezistentei la terapia cu saruri de platina ceea ce aratd
importanta studiului pentru terapia actuald a cancerului ovarian.

11. Analiza parametrilor de stres oxidativ la un grup de 48 paciente urmarite
prospectiv a aratat ca malondialdehida si ceruloplasmina serice au avut valori mai mari
decat normalul, in schimb antioxidantii i tiolii albuminici au inregistrat valori mai scazute
decat normalul, ceea ce dovedeste dezechilibrul dintre factorii pro-oxidanti (in exces) si

antioxidanti.
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12. Valorile medii ale malondialdehidei si ceruloplasminei serice au fost
semnificativ statistic mai mari la pacientii cu tumorai reziduala macroscopica comparativ
cu pacientii fard tumora reziduald, studiul prezent dovedind c@ tumora este inductoare de
stres oxidativ.

13. Malondialdehida poate fi utilizata ca marker de prognostic pentru estimarea
evolutiei pacientelor cu neoplasm ovarian. Pacientele cu valoarea malondialdehidei sub 8
umol/100 ml au avut timpul pana la progresia bolii si supravietuirea generald semnificativ
statistic mai buna decat cele cu valoarea intre 8-12, sau peste 12 pumol/100 ml. Rolul
malondialdehidei ca factor prognostic a fost validat si prin folosirea curbelor ROC.

14. Valorile malondialdehidei au fost semnificativ statistic mai mari in cazul
pacientelor rezistente la terapia cu sdruri de platind si asemandtoare pentru pacientele cu
sensibilitate intermediara sau sensibile la sarurile de platina — evidentiind rolul
malondialdehidei in predictia rezistentei la terapia cu sarurile de platina.

15. A fost obtinut un modelul experimental murin in care s-a urmarit inducerea
unei tumori, rata de crestere a acesteia, precum si raspunsul la diferiti agenti chimioterapici,
anti-angiogenici, antioxidanti si imunoterapici.

16. Determinarea in ser si in tesutul tumoral a parametrilor de stres oxidativ dupa
administrarea unui compus anti-angiogenic a relevat o scadere a valorilor malondialdehidei,
si a antioxidantilor, ce confirmd ca ROS au valoare de molecule semnal in inducerea
angiogenezel, iar eficienta tratamentului cu un agent anti-angiogenic poate fi monitorizatd
prin determindrile parametrilor prezentati si investigati.

17. Tn culturi celulare, administrarea flavonoidului quercetina a redus stresul
oxidativ. Caracterizarea balantei redox in culturi celulare dupa administrarea quercetinei a
inregistrat o scadere a nivelului peroxizilor lipidici, sugerandu-se faptul ca quercetina are
actiune antioxidanta initial, dar acumularea in timp poate determina un profil oxidant.

18. Valoarea complexelor imune circulante, ca marker al imunogenicitatii tumorilor,
a crescut usor pana cand tumora a ajuns la dimensiuni de 25 mm si a scazut dupa ce o parte
a tesuturilor a intrat in apoptoza si necroza.

19. Cresterea imunogenicitatii prin administrarea de agenti chimioterapici cum ar fi
Cisplatinul poate creste eficienta imunoterapiei.

Contributiile personale rezultate din prezenta cercetare doctorald sunt numeroase:
- Studiu de mare anvergura, cu urmarire pe termen lung a evolutiei din punct de vedere

oncologic a pacientelor cu carcinom ovarian din Romania;
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- Identificarea unor noi factori de prognostic negativi pentru evolutia carcinomului
ovarian, atat clinici cat si paraclinici inovativi (VEGF, ROS) [14]. Factorii de prognostic
negativi identificati au fost prezentati in capitolul 5, iar influenta statusului menopauzal
asupra evolutiei carcinomului ovarian a fost deja publicatd intr-o prestigioasd revista
romaneasca cotata ISI [14];

- elaborarea unui scor prognostic original care include cinci factori de prognostic
negativ pentru care se acorda un punct;

- cuantificarea in premiera a importantei radioterapiei In terapia multimodald a
cancerului ovarian, rezultate prezentate la o prestigioasd manifestare internationald si
publicate sub forma de abstract [13].

- studierea extensiva a rolului VEGF in oncologie in general si in special n cancerele
ovariene [32] cu identificarea corelatiei intre VEGF si tumora reziduald precum si
identificarea VEGF ca marker de prognostic — Capitolul 6;

- identificarea unei valori de cut-off a VEGF cu buna sensibilitate si specificitate
pentru estimarea timpului mediu pana la progresia bolii si a rezistentei la terapia cu saruri de
platina;

- identificarea rolului speciilor reactive de oxigen, in special al malondialdehidei, care
coreleaza cu tumora reziduald, precum si identificarea malondialdehidei ca factor de
prognostic negativ in cancerul ovarian si pentru estimarea rezistentei la saruri de platina.

- studierea raspunsului la inhibitorii de angiogeneza atat in clinica mai multor
neoplazii [11] cét si in cancerul ovarian, [32-35] rezultate prezentate in Capitolul 7 si crearea
unui model experimental murin pe care a fost studiat raspunsul la terapie si variatia VEGF
s1 ROS 1n functie de raspunsul terapeutic.

Datele obtinute au fost valorificate prin publicare in extenso in reviste cu peer review,
atat reviste cotate ISI (2 articole), cat si in reviste indexate in baze de date internationale (2
articole), precum si prezentate la prestigioase manifestari internationale si publicate sub
forma de abstract.

Imi propun pentru viitor si continui actuala cercetare prin inrolarea unui numar si
mai mare de paciente urmarite prospectiv si carora sa le evaluam valorile VEGF ca marker
de angiogeneza si ROS, in vederea validarii atat a scorului prognostic elaborat actual, cat si
a utilitatii VEGF si malondialdehidei ca factori de prognostic negativ si predictivi ai
rezistentei la terapia cu saruri de platina si imunoterapie.

Tn concluzie, evaluarea VEGF si a speciilor reactive de oxigen (in special

malondialdehida), pot deveni instrumente utile in stratificarea prognosticului pacientelor cu

38



carcinom ovarian §i in decizia terapeutica la aceste paciente cu mortalitate ridicatd. Scorul
prognostic clinic (bazat pe statusul de performantda ECOG > 1, prezenta ascitei, statusul
menopauzal, prezenta tumorii reziduale dupd interventia chirurgicala, prezenta
trombocitozei) si evaluarea VEGF si respectiv a malondialdehidei, vor permite oncologilor
ginecologilor si chirurgilor identificarea mai precoce a pacientelor cu factori de prognostic
negativ, la care tratamentul trebuie particularizat prin escaladarea modalitatilor terapeutice,

cu reducerea in viitor a morbiditdtii $i mortalitatii acestor paciente.
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