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Introducere

Cancerele de piele reprezinta 15-20% din totalul cancerelor, iar melanomul malign
reprezinta 3-4% dintre acestea si produce decese in procent de 70% din totalul cancerelor
cutanate. Melanomul malign reprezintd 2% din totalul cancerelor. Incidenta variaza intre 0.1
la 10.000 de locuitori in regiunile nordice ale planetei pana la 17 la 10.000 de locuitori in
Australia. (1,2) Atat in Romania, cat si la nivel mondial, melanomul reprezintd a XIX-a cea
mai frecventa neoplazie. Incidenta a crescut atat de mult fata de inceputul secolului XX incat
in momentul de fatd se estimeaza ca 1 din 73 de femei si 1 din 39 de barbati dezvolta aceasta
afectiune. Se pare ca dupa cancerul mamar tinde sa devind a doua neoplazie la femei si a treia
la barbati dupa cancerul pulmonar si cel de prostata. Daca in ultimii zece ani mortalitatea prin
cancer la barbati a scazut cu 18%, mortalitatea prin melanom a scazut doar cu 2% iar in
randul femeilor dacd mortalitatea prin cancer a scazut cu 12%, cea prin melanom malign a
scazut doar cu 3%. Mortalitatea prin melanom malign a fost intotdeauna extrem de
importanta datorita agresivitdtii acestui tip de tumora, capacitatii crescute de invazie locala si
metastazare si, datoritd inaltei rezistente la tratamentele clasice-imunoterapie, chimioterapie,
radioterapie, in ciuda noilor terapii (imunoterapia cu Ipilimumab si terapia moleculara tintita
cu Vemurafenib). Si in Romania mortalitatea se mentine crescutd, dar prin introducerea in
protocoalele terapeutice a noilor tratamente se spera la o reducere a acesteia in urmatorii ani.
3.4)

Primul pas in definirea si stabilirea diagnosticului melanomului malign cutanat este
obtinerea unui rezultat clar histopatologic. Acesta se realizeaza in urma recoltarii prin biopsie
a unui fragment de tesut, care va fi prelucrat in laboratorul de anatomie-patologica astfel incat
sa se impiedice alterarea structurii morfologice, functionale compatibila cu cea din tesutul
viu. Dupa fixarea tesutului si spalarea acestuia, se efectueaza includerea in parafina,
sectionarea blocului, colorarea si identificarea elementelor specifice in vederea elaborarii
diagnosticului. (5)

In cazul unui rezultat pozitiv, raportul anatomopatologic contine date legate de
indicele Breslow, prezenta sau absenta ulceratiei, rata mitotica, prezenta sau absenta invaziei
tumorale la nivelul marginilor exciziei, prezenfa sau absenta micrometastazelor satelite si
nivelul Clark. Cat priveste diagnosticul diferential, clinicianul va trebui sa aiba in vedere
posibilitatea diferentierii melanomului cu dezvoltare superficiald de nevii dobanditi,

keratozele seboreice pigmentate, carcinoamele bazocelulare pigmentate, sd diferentieze



melanomul nodular de hemangiom, nevul spitz de dermatofibrom, sa diferentieze melanomul
subunghial de hematom. In acest scop ajutorul clinicianului este dat de testele de
imunohistochimie care permit ca din piesele de biopsie sa se identifice o serie de markeri cu
rol diagnostic si predictivi.

Prima etapa in tratamentul curativ al melanomului malign localizat este interventia chirurgi-
cala, rezectia locala cu margini largi, impreuna cu disectia ganglionului santinela si/sau dise-
ctie ganglionard electiva, In caz de ganglioni loco-regionali suspecti clinic sau ganglion san-
tinela pozitiv. Chirurgia este adesea folositd si in cazul metastazelor. Radioterapia are rol
limitat in tratamentul melanomului malign. (7) Chimioterapia, in acest caz, este destul de
restrictiva, citostaticele frecvent utilizate fiind dacarbazina, cisplatinul, paclitaxelul,
vincristinul, bleomicina, temozolomida, fie imunoterapie cu IL2 high dose sau ipilimumab,
fie terapie tintitda cu inhibitori tirozinkinazici, ca vemurafenibul. Aceastd terapie se poate
aplica daca starea pacientului permite, daca este echilibrat biologic si nu prezinta
comorbiditati. Pacientii pot sa mai fie inclusi in trialuri clinice care presupun o serie de
criterii de admisie si, in ultimul rand, se poate apela la terapia paleativa. Date fiind optiunile
reduse de tratament in melanomul malign, devine imperios necesar a se identifica noi tinte
moleculare care sd permitd imbunatitirea abordarii terapeutice. Pentru aceasta Tnsa este
necesarda o mai buna cunoastere a mecanismelor de transformare celulara, de crestere

tumorald, de metastazare la distanta. (8-10).

Obiective specifice

Teza de doctorat cu titlul “Rolul angiogenezei in dezvoltarea melanomului malign”,
realizatd sub indrumarea Doamnei Profesor Dr. Rodica Anghel isi propune caracterizarea
procesului de angiogeneza, urmarindu-se in mod special modificarile de semnalizare date de
speciile reactive de oxigen, rolul acestora in cresterea si dezvoltarea tumorilor, precum si
identificarea prin mijloace noi, optice, neinvazive a modificarilor tisulare. Lucrarea este o
cercetare fundamental-aplicativa, executata pe modele experimentale in vivo si in Vvitro.

Teza este redactata conform cerintelor scolii doctorale si este structurata in doua parti
principale.

Prima parte, reprezentati de partea generali, cuprinde studii teoretice si notiuni
legate de incidenta, tipul, caracteristicile si tratamentul melanomului malign, accentul fiind
pus pe procesul de angiogeneza, fazele acestuia, factorii implicati in dezvoltarea

neovascularizatiei, precum si rolul hipoxiei si a speciilor reactive de oxigen in acest context.
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A doua parte sau partea speciali cuprinde cercetarile personale, originale,
distribuite in mai multe capitole.

Capitolul patru reprezinta un studiu retrospectiv al pacientilor internati in perioada
2010-2018 in Institutul Oncologic Bucuresti. Cercetdrile intreprinse au avut la baza studiul
datelor clinice a 68 foi de observatie din care s-au obtinut date statistice relevante pentru
diagnostic si utilizabile in monitorizarea eficientei tratamentului. Tot in acest capitol sunt
introduse date obtinute experimental care sustin procesul de reprogramare metabolica regasit
si In transformarea malignd asociatd melanomului cutanat. Rezultatele vin sa completeze
tabloul clinic si metabolic al pacientilor cu melanom malign cutanat, tablou utilizabil in
elaborarea viitoare a unor protocoale de diagnostic si monitorizare in cazul acestei maladii.

Urmatorul capitol dezvaluie crearea unui model experimental in vivo, un model
murin, reproductibil, usor de intretinut care poate fi caracterizat si urmarit in dinamica
cresterii si dezvoltarii tumorii studiate. In acest scop s-a caracterizat un melanom murin B16
grefat pe soareci in-breed C57BI/6. S-a urmarit cresterea tumorald monitorizandu-se volumul
tumoral si modul de transplantare care sa nu afecteze proprietatile tumorii prin pasaje seriate.
Utilizarea animalelor pentru experimentarea in laborator in vederea descrierii si intelegerii
unei functii biologice generale a fost invariabil sustinuta de ideea ca exista o mare unitate mai
intdi a mecanismelor fiziologice, apoi a mecanismelor moleculare. Desigur, o multime de
informatii esentiale pentru cercetarea medicala si biologie sunt deduse din studiul animalelor.
Ceea ce, evident, determina necesitatea sistemelor experimentale in stiinta.

Capitolul sase din aceasta parte a tezei a urmarit caracterizarea biochimica a tumorilor
experimentale induse, monitorizandu-se prin tehnici biochimice spectrofotometrice reactiile
de degradare oxidativa a lipidelor, proteinelor si producerea antioxidantilor totali, atat in
contextul cresterii si dezvoltarii tumorale, dar si in modificarile date de tratament anti-
angiogenic. Determinarile au fost efectuate din serul animalelor purtatoare de tumori, dar si
din tesutul tumoral comparativ cu tesutul hepatic. Datele biochimice obtinute sugereaza ca
Bevacizumab inhiba producerea speciilor reactive de oxigen in prima etapa de tratament in
conditii de hipoxie Intr-o manierd dependentd de dozd, ca apoi sa se modifice profilul
reactiilor oxidative dirijate spre apoptoza.

Capitolul sapte cuprinde un studiu in vitro efectuat pe celule de melanom murin
obtinut din tumorile caracterizate anterior si urmareste prin tehnici de citometrie in flux
producerea in timp real a speciilor reactive de oxigen. Datele obtinute ne indreptatesc sa
afirmam ca speciile reactive ale oxigenului au un rol dual si anume: in concentratii mici,

corespunzatoare primelor concentratii de Bevacizumab testat, au un rol semnalizator al
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hipoxiei, declanseaza reactii care se asociaza cu un profil angiogenic al celulelor, dar care nu
pot fi stopate. Drept urmare, mecanismele biochimice vor fi redirectionate spre producerea de
specii reactive in exces care participa la dezvoltarea citotoxicitatii apoptotice. Administrarea
Bevacizumabului in cultura de celule are un efect direct asupra celulelor tumorale prin
inducerea apoptozei timpurii si tarzii.

Capitolul opt este unul inovator, interdisciplinar care a incercat caracterizarea optica
a tesutului malign in vederea obtinerii unor tehnici de diagnostic eficiente, neinvazive, usor
de realizat. S-a introdus astfel tomografia optica coerenta, combinata cu tehnici de polarizare
care sa identifice precoce modificarile survenite transformarii maligne a tesuturilor sub forma
analizei complexe a structurilor optico-geometrice, a arhitecturii acestora pe diferite nivele
ale ierarhiei — fractali si multifractali.

Rezultatele de etapa obtinute, care incd necesita studii ulterioare si imbunatatiri ale
tehnicilor abordate sunt capabile sa Inregistreze microstructuri pana la o la rezolutie celulara
pe o mare suprafatd a tesuturilor. Contrastul de reflectare (intoarcere inapoi) este furnizat de
diferentele de indice de refractic intre aceste microstructuri. Intrucat, spre deosebire de
metodele histologice in care contrastele de imagine au fost pe deplin intelese si corelate cu
evenimentele fiziologice din tesuturi, interpretarea imaginii cu reflectare optica se bazeaza pe
asemanari morfologice sau arhitecturale histologice, ldsand bazele biologice care stau la baza
contrastului putin corelate.

Pentru translaterea cu succes a utilizarii datelor in practica clinica, prelucrarea si
analiza rezultatelor trebuie realizate in perioade de timp acceptabile din punct de vedere
clinic, al urgentei medicale si a starii pacientului.

Nu existd linii directoare de consens privind utilizarea tomografiei de coerentd optica
(OCT) pentru diagnosticul melanomului cutanat. Utilizarea OCT 1in diagnosticul
melanomului este rar raportatd In literaturd. Este necesard cresterea si standardizarea
raportarii. OCT pentru diagnosticul melanomului cutanat. Consideram astfel ca aceste
imense de dezvoltare.

Cu toate mecanismele identificate, angiogeneza ridica inca o serie de intrebari, este
asociatda cu multe etape din procesul ei complex, inca neelucidate pe deplin la nivel
molecular, celular. Angiogeneza este un proces bine coordonat, balansat de factori pro- si
antiangiogenici. Cand balanta este distrusd rezultd angiogeneza patologicd care cauzeaza
cresterea formarii vaselor de sange in boli care depind de angiogeneza. Eforturile actuale ale

oamenilor de stiintd, in domeniul melanomului malign, urmaresc identificarea unor markeri
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moleculari cat mai sensibili si mai specifici, care sa permita evaluarea riscului de dezvoltare a
melanoamelor, stabilirea unui diagnostic §i prognostic de mare certitudine, precum si
utilizarea unor terapii selective (tintite), care sa aduca beneficii maxime pacientului.

Progresul tehnicilor imagistice in domeniul acestei patologii atrage dupa sine
necesitatea de a stabili markeri aditionali cu caracter prognostic si predictiv pentru o
gestionare mai eficientd a leziunii primare, capacitatea de a realiza o discriminare cantitativa
intre angiogeneza si vasele pre-existente in tumori pare a fi un factor determinant in evaluarea
angiogenezei tumorale.

Daca prin rezultatele obtinute am reusit sa imbunatitim cunostintele legate de
complicatul proces al angiogenezei, am reusit sa furnizim informatii deosebit de utile
specialistilor din domeniul oncologiei, cercetatorilor, farmacistilor, medicilor tineri rezidenti
si, nu in ultimul rand, pacientilor, consideram ca am atins scopul propus initial si anume cel
de a elabora o lucrare fluentd, logicd, documentatd si experimentatd care sd Incerce sa
elucideze mecanismele asociate angiogenezei si, prin aceasta sa fim de un real folos in

imbunatatirea diagnosticului, prognosticului, tratamentului si evolutiei melanomului malign.

Metodologia generala a cercetarii
IV. Studiu retrospectiv al melanomului malign cutanat

Studiul retrospectiv a inclus 68 pacienti, diagnosticati in intervalul 2010-2018, la
Institutul Oncologic Bucuresti. Datele au fost colectate din foile de observatie, respectandu-se
reglementarile in vigoare referitoare la protectia datelor. Nu au fost folosite niciun fel de date
personale. Valorile inregistrate au fost utilizate numai in calcule statistice. Comisia de etica a
institutului a fost informata in legatura cu utilizarea acestor date.

Tratamentul pacientilor cu melanom malign trebuie sa fie decis in cadrul unei echipe
multidisciplinare. Drept urmare, in cadrul institutului, pentru cazurile care ridica probleme
existd sesiuni de ,,tumor board” in care se discutd toate cazurile care pot ridica intrebari
multidisciplinare.

Abordarea terapeutica initiald in melanom este interventia chirurgicald, care s-a
aplicat intregului lot de pacienti, urmata de excizie ganglion santineld sau evidare ganglionara
regionalda. Marea majoritate a pacientilor au fost tratati conform deciziei comisiei
multidisciplinare. Pacientilor li s-a practicat actul chirurgical mai sus mentionat. Scopul
interventiei chirurgicale a fost rezectia totald a leziunii, in limite de siguranta oncologica, si,

de asemenea, o stadializare cdt mai corecti. In functie de grosimea tumorii, marginile



recomandate variaza intre 0,5-1 cm pentru tumora in situ, 1-2 cm pentru grosime de 1-2 mm
si margini mai mari de 2 cm pentru o grosime a tumorii mai mare de 2 mm.

Interventia chirurgicala a constat in excizia larga a leziunii, cu limite de siguranta
oncologica. La 36 pacienti (52,94%) s-a biopsiat ganglionul santineld, iar la 12 pacienti
(17,64%) s-a efectuat limfadenectomie regionala.

Chimioterapia a fost administrata conform protocoalelor aplicate in institut. La
anumiti pacienti s-a intervenit si cu tratamente adjuvante, imunoterapie.

S-au analizat datele medicale din foile de observatie clinica ale pacientilor in urma
selectiei acestora pe baza unor criterii:

Criteriile de includere au fost:

Melanom malign confirmat histopatologic

Stadiul bolii I-1V

Status bun de performantd ECOG 0-2

Probe biologice care sd permita efectuarea tratamentului (hemograma, probe hepatice, probe
renale 1n limite normale)

Pacienti care si-au exprimat consimtamantul de a efectua tratament multimodal.

Criteriile de excludere:
leziune cutanata fara confirmare histopatologica
status de performanta ECOG 3-4

Pacientii care au indeplinit criteriile de includere in studiu au fost inclusi in
prelucrarea statistica propusad. Analiza statistica pentru o parte din date a fost realizata cu
ajutorul programului SPSS 23 pentru Windows. Au fost analizate urmatoarele date recoltate:
corelatii legate de distributia pe grupe de varsta, sex, date anatomo-patologice care cuprind
infiltatul limfocitar, invazia vasculard, necroza tumorald, ulceratia, dimensiunea tumorala,
nivelul Clark, indicele Breslow, timpul pana la progresia bolii (PFS) care a fost definit ca
intervalul de la diagnostic pana la progresia bolii sau decesul survenit din orice cauza;
supravietuirea generala definitd ca intervalul de la diagnostic pana la decesul survenit din
orice cauza. Curbele de supravietuire au fost calculate folosind metoda Kaplan Meier.
Rezultatele au fost considerate semnificative statistic daca valoarea lui p a fost sub 0,05. Au
fost analizate si date biochimice referitoare la nivelul glicemiei, lactat dehidrogenazei, indici
prognostici pentru modificarile metabolice survenite in dinamica tratamentului.

In plus, in studiu au fost analizati parametrii de stres oxidativ care vor fi prezentati pe

larg ca metodologie de lucru in capitolul urmator. Acesti parametri au fost utilizati in vederea



monitorizarii metabolismului oxigenului cu scopul de a identifica eventualele reprogramari

metabolice asociate melanomului malign.

Rezultate si discutii

Caracteristicile pacientilor sunt sumarizate in tabelul urmator.

Carcteristicile pacientilor N

Varsta (mediana) 60 ani
Distributia pe stadii

1A 2 (2,94%)
IB 6 (8,82%)
A 8 (11,76%)
1B 10 (14,70%)
IC 6 (8,82%)
A 4 (5,88%)
B 6 (8,82%)
1nc 10 (14,72%)
1\ 16 (23,52%)
Subtipul histopatologic

MM extensiv in suprafata 38,23%
MM nodular 29,41%
MM polipoid 8,82%

MM tumorigenic 8,82%

MM acral lentiginos 8,82%

MM cu celule alungite 2,94%

MM coroidian 2,94%

Tabel 1. Caracteristicile pacientilor

Pacientii inrolati in studiu au avut o distributie cuprinzand toate stadiile evolutive ale

bolii si toate subtipurile histopatologice.
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Figura 1. Distributia pe grupe de varsta a pacientilor inclusi in lotul de studiu

Asa cum s-a mentionat, in studiu au fost inrolati 68 pacienti cu diagnosticul de mela-
nom malign cutanat. Datele statistice obtinute sunt prezentate in cele ce urmeaza. Distributia
pe grupe de varsta reprezentata grafic este de tip gaussian, pacientii investigati s-au regasit
distribuiti in toate categoriile de varsta, cu un maxim intre 50-60 ani. (Figura 1)

Diferentele legate de distributia pacientilor in functie de sex sunt foarte mici. Din to-
talul pacientilor Inrolati in studiu, 54% au fost de sex masculin si 46 % au reprezentat femei.
Studiile urmatoare au fost concentrate pe modificarile histo-patologice ale tumorilor
provenite in urma tratamentului chirurgical. Datele preluate din rezultatele patologice arata ca
la 83% din pacienti a fost prezent infiltratul limfocitar si la 77% din cazuri s-a detectat si
invazia vasculara.

Pentru 75% din cazuri s-au observat fenomene de necroza ale tesuturilor tumorale,

doar la o patrime din lamele urmarite la microscop nu s-au evidentiat aceste transformari. Cat
priveste ulceratia, aceasta a aparut la jumatate din tumorile urmarite.
Cei mai multi pacienti, 37,1% s-au prezentat cu tumori mari, incadrabile in stadiul T4b, pro-
centele cele mai mici fiind cele corespunzatoare stadiului T1 a si b. Aceste date sunt destul de
ingrijoratoare si demonstreaza deficienta in sistemul de supraveghere medical primar, in edu-
catia pacientilor si in greutatea cu care acestia se investigheazd cu regularitate. Prezenta in
procent mare a cazurilor cu tumori mari denota ingreunarea tratamentului, a raspunsului la
acesta, a evolutiei starii pacientilor si, in egald masura a incarcarii sistemului de santate mult
mai solicitat.

Indicele Breslow reprezinta grosimea tumorald maxima si, in functie de valoarea sa,
se stabilesc atadt marginile exciziei chirurgicale, cat si stadiul tumoral. Acest parametru re-
prezinta mai bine zis adancimea pana la care celulele tumorale au patruns in piele. Se
masoara in milimetri si este cel mai important factor in estimarea prognosticului unui mela-
nom. Un melanom cu indice Breslow (cu grosime) sub 1 mm este considerat un melanom
subtire si are un prognostic bun. Indicele Breslow se refera doar la grosimea tumorii din
piele. Nu da nici o informatie despre prezenta sau absenta metastazelor de melanom.

Diagnosticul histo-patologic al unui melanom nu este complet fara precizarea
indicelui Breslow. Pe baza analizei facute pe un numar foarte mare de cazuri de melanom,
Comitetul American pentru Cancer (AJCC) a prezentat o statistica legata de supravietuirea la
5 ani a acestor pacienti. Astfel, 95-100% din pacientii cu melanom cu o grosime sub 1 mm

supravietuiesc la 5 ani de la diagnostic. In schimb, doar jumitate din cei cu melanom mai
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gros de 4 mm supravietuiesc la 5 ani de la diagnostic. Analiza statistica efectuata pe pacientii
inrolati in studiul nostru a demonstrat existenta unui indice Breslow mediu 5,14 (Figura 4.9),
majoritatea pacientilor intrand astfel intr-o zona de risc crescut legat de invazia ganglionara si
metastazare. (11-13).

Urmarindu-se pacientii prin analiza datelor survenite din fisele de observatie, s-a con-
statat ca intervalul mediu de progresie al bolii a fost de 60 luni.

Daca se investigheaza statistic diferentele intre timpul inregistrat pana la progresia bo-
lii in functie de sexul pacientilor se constata ca nu exista modificari date de aceste criterii.

Analiza histo-patologica indica pentru fiecare pacient stadiul infiltratului limfocitar.
Procesand aceste date statistic, se inregistreaza valori cu diferente semnificativ statistice
privind timpul pana la progresia bolii in favoarea pacientilor care au prezentat infiltrat lim-
focitar.

S-a urmarit si calculat statistic rolul invaziei vasculare in evolutia melanomului ma-
lign. Datele obtinute arata ca la pacientii cu invazie vasculara timpul pana la progresia bolii a
fost de 26 luni, spre deosebire de cei la care nu s-a identificat invadarea structurilor vasculare,
unde timpul pana la progresia bolii a fost mai mare de 61 luni.

Prezenta fenomenului de necroza redat mai jos determina modificarea semnificativ
statistica a intervalului de timp pana la progresia bolii. Pacientii la care este prezenta necroza
tumorala prezinta o valoare medie de 24 luni pana la progresia bolii spre deosebire de cei care
nu au prezente celule tumorale necrozate.

Ulceratia, privita ca pierdere de substanta la nivelul pielii ce poate in particular afecta
mai multe straturi cutanate (epiderm, derm, hipoderm) avand cauza existenta melanomului
malign, a fost in continuare urmarita ca factor de prognostic in determinarea timpului pana la
progresia bolii la pacientii inrolati in studiu.

Diferentele calculate statistic aratd cd mediana timpului la pacientii fara prezenta ul-
ceratiei a fost de 58 luni versus 30 luni la pacientii cu modificari tegumentare ulcerative. Cat
priveste procesul de invazie ganglionard, pentru lotul luat in studiu, mediana supravietuirii
este de 60 luni versus 28 luni la pacientii cu invazie ganglionara.

Diagnosticarea melanomului poate fi dificila chiar si pentru un dermatolog cu
experientd intrucat simptomele si semnele acestei afectiuni nu sunt intotdeauna evidente.
Acest studiu efectuat pe un lot relativ mic de pacienti internati si tratati in Institutul
Oncologic Bucuresti a avut scopul de a identifica factori prognostici utili clinicianului in
vederea monitorizarii eficientei tratamentului, urmaririi progresiei bolii. Astfel, am observat

ca nu exista diferente intre sexul pacientilor, dar apar modificari semnificativ statistice legate
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de prezenta infiltratului limfocitar, invazia vasculara, necroza tumorala, ulceratia, invazia
ganglionara.

Examenul anatomo-patologic ofera certitudinea diagnosticului de melanom. Sunt
precizate grosimea tumorii (indice Breslow), cat si nivelul Clark, markeri importanti pentru
prognostic.

Factorii principali in evolutia si prognosticul melanomului reprezinta:

-sexul: femeile au un prognostic mai bun decat barbatii

-varsta avansata

-localizarea: Kopf a demonstrat ca melanoamele localizate la nivelul capului, trunchiului si
gatului au un prognostic nefavorabil, implicit o grosime mai mare a tumorii, comparativ cu
cele de la nivelul membrelor.

-indice Breslow —principalul factor in stabilirea prognosticului si a stadializarii

-indice Clark

-ulceratia tumorii

-regresia tumorald reprezinta factor de prognostic negativ

-prezenta infiltratului limfocitar intratumoral reprezinta factor de prognostic pozitiv
-neurotropismul melanomului creste riscul de recidiva

-invazia angiolimfatica creste riscul de metastazare

-mitozele mai frecvente de 6/mm reprezinta un factor de prognostic negativ

-invadarea ganglionara si ruperea capsulei

-prezenta bolii metastatice de la diagnostic

Metabolismul cancerului a fost intens studiat, datele obtinute precedand rezultatele
asociate descoperirii oncogenelor, a genelor supresoare tumorale, a biologiei moleculare. in
metabolismul cancerului activitatile reprogramate imbunatatesc capacitatea celulara de a oferi
un avantaj selectiv in timpul tumorigenezei. Majoritatea activitatilor reprogramate sustin
supravietuirea celulara si in conditii de stres, sau permit proliferarea celulard in conditii
patologice ridicate. (14-16)

Termenul de reprogramare metabolica poate fi utilizat pentru a descrie céile metabol-
ice conventionale ale caror activititi sunt Tmbunatdtite sau suprimate in celulele tumorale in
raport cu tesuturile benigne, ca o consecintd a mutatiilor genetice si / sau a altor factori.
Dintre aceste cai reprogramate se pot mentiona transformarile metabolice din tipul anaerob in
cel aerob, cresterea biosintezei proteinelor, metabolismul 1-carbon, mentinerea balantei re-
dox. (17-19)
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Noi abordari pentru a evalua metabolismul in tumorile vii pot imbunatati capacitatea
noastrd de a Intelege modul in care reprogramarea metabolica este definita si identificarea
pacientilor cu cancer. Avand in vedere aceste aspect, pentru lotul investigat au fost urmariti
parametrii metabolismului energetic pornind de la nivelul initial al glicemiei pana la deter-
minarea lactatului, produs in urma glicolizei. Datele obtinute (Figura 2) arata ca la initierea
tratamentului pacientii aveau valori normale care s-au mentinut si la sfarsitul investigatiilor

asociate tratamentului. (20-23)

Valorile initiale ale lactat Valorile lactat
dehidrogenazei dehidrogenazei dupa
25 40 tratament
22
20
20 30
15
12 20
10
6 10
10
5 I :
H= -
0
0 0 |
m 100-200 W 200-300 300-400 = 100-200 m 200-300 300-400
W 400-500 W 500-600 600-700 W 400-500 = 500-600 600-700

Figura 2. Valorile LDH la initierea si finalul tratamentului
Tintirea metabolismului lipidic

In vederea identificirii modificarilor care pot si apara in metabolismul lipidic, am

monitorizat aceastd cale metabolica prin urmarirea degradarii oxidative a lipidelor.
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Valorile peroxidarii lipidice la Valorile peroxidarii lipidice

momentul TO la sfarsitul tratamentului

40 40 38
34

30 30

20

20
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m 0-4umol/100ml MW 4-6 pumol/100 ml m 0-4umol/100ml M 4-6 umol/100 ml

6-8umol/100ml M 8-10umol/100ml 6-8umol/100ml m 8-10umol/100ml

Figura 3. Valorile peroxidarii lipidice

Celulele tumorale sunt expuse continuu degradarii oxidative. Peroxidarea lipidica este
o reactie care reflectd modificarile lipidelor constituente si circulante sub actiunea speciilor
reactive de oxigen. Datele obtinute prin investigarea pacientilor la inceputul si sfarsitul trata-
mentului aplicat aratd 0 crestere a degradarii oxidative a lipidelor ca urmare a atacului sur-
venit asupra dublelor legaturi din structura acizilor grasi polinesaturati constituenti. Atunci

cand substratul este epuizat, reactia se diminueaza. (Figura 3) (24-26),

Tintirea metabolismului proteic

O serie de dovezi experimentale indica faptul ca metabolismul sulfului poate fi repro-
gramat In cancer. Astfel, celulele canceroase au capacitatea de a regla absorbtia cisteinei prin
monitorizarea transcriptiei transportorului acesteia, precum si a ratei crescute de utilizare a
glutaminei de catre celule. De fapt, nu mai putin de 30% din glutamina importata paraseste
celula prin transportorul ei ca glutamat, in timp ce restul se schimba metabolic in cisteina. in
concordanta cu utilizarea lui intensa de catre celulele canceroase, cisteina s-a dovedit a fi cel
de-al doilea aminoacid cel mai mult metabolizat si rapid epuizat in comparatie cu tesutul
normal, spre exemplu. Cisteina este utilizata in metabolismul celulelor proliferative in mai
multe scopuri, printre care se numara: biosinteza glutationului si a clusterelor de sulf - fier,
biosinteza hidrogenului sulfurat cu functii complexe si care nu sunt incad pe deplin elucidate
in fiziologia celulard, protectia antioxidanta asociata stresului oxidativ, cresterea respiratiei

mitocondriale, protectie impotriva apoptozei, facilitarea angiogenezei. (27-29)
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Actiunea metabolitilor activi ai oxigenului la nivelul proteinelor structurale sau
enzimatice determind denaturarea acestora. Interactiunile cele mai frecvente apar cu gruparile
tiolice proteice, cu formarea radicalilor tiil care, la randul lor, pot suferi dimerizari sau
oxidari cu formare de disulfuri, respectiv derivati ai acizilor sulfonici. (30)

Un factor hotarator in aceasta reactie de oxidare a gruparilor —SH proteice de catre
SRO este cel steric. Expunerea gruparilor tiolice din proteine este esentiald. Prin degradarea
oxidativa se inhiba activitatea enzimatica ca urmare a modificarii centrului catalitic activ
(datorita oxidarii gruparilor tiolice sau hemului, dar si prin degradari oxidative ale ciclurilor
aromatice din structura unor aminoacizi). Proteinele structurale se inactiveaza datorita
modificarilor induse de reactiile de polimerizare, ramificare sau scindare indusa lanturilor

polipeptidice de catre SRO. (31-32)

Valorile initiale ale Valorile finale ale gruparilor
gruparilor tiolice tiolice
2
25 22 5
20
20 20 18
15 15
10
10 10 8
6 / 6
5 : I 5 : I
0 . 0 .
W 300-350 W 350-400 400-450 H 250-300umol/I ®300-350 350-400
W 450-500 W 500-550 Columnl W 400-450 W 450-500 500-550

Figura 4. Valorile initiale si finale ale gruparilor tiolice

Pentru a vizualiza producerea in exces de cisteinda am determinat gruparile totale ti-
oloce, ca masura a degradarii oxidative a proteinelor continand sulf. Rezultatele obtinute in
urma determindrilor efectuate demonstreaza o crestere a nivelului tiolilor totali. (Figura 4).
Putem sa afirmam ca, spre deosebire de reactia de peroxidare lipidica unde se inregistreaza o
diminuare a valorilor, posibil prin suprimarea substratului reactiei, reprezentat de acizii grasi
polinesaturati, in cazul reactiei de degradare oxidativa a proteinelor nu se inregistreaza
diminuarea intensitatii reactiei. Nivelul proteinelor supuse degradarii oxidative nu scade prin

lipsa substratului reactiei, acesta din urma este alimentat continuu fie prin sinteza de proteine
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reprogramate metabolic, fie prin exces de proteine cu sulf care au actiune antioxidanta si sunt

produse in vederea sustinerii echilibrului redox. (33)

Efectul diferitilor micronutrienti

Efectul diversilor micronutrienti - vitamine si urmele de metale - asupra cresterii tu-
morii este un domeniu de cercetare intens explorat metabolic. Micronutrientii sunt prezenti ca
si cofactori ai diverselor enzime si indeplinesc roluri complexe neelucidate pe deplin in re-
glarea circuitelor metabolice celulare, dar si a transductiei semnalelor. Este binecunoscut ca
nivelurile mici ale unor metale, cum ar fi zincul, cuprul, sunt modificate in celulele canceroa-
se in comparatie cu tesutul normal. Nivelurile de cupru, in special, pot fi crescute de 2—3 ori
in tumorile mamare si ovariene, precum si in leucemie. (34-36) S-a demonstrat ca pentru ac-
tivarea ERK determinata de BRAFV600E in celule de melanom, ar fi necesar cupru, iar efec-

tul epuizarii acestuia influenteaza activarea constitutiva a ERK. (37)

Tintirea balantei redox

Celulele canceroase au plasticitate metabolica si 1si pot schimba profilul metabolic in
timpul tumorigenezei si metastazarii. Astfel, este posibil ca celulele canceroase sa dezvolte
rezistentd la inhibarea unei anumite cai metabolice prin exprimarea unor izoforme proteice
alternative sau cai compensatorii. (12) Prin urmare, o strategie rationala de tratament al can-
cerului ar trebui sa implice vizarea simultand a mai multor cai metabolice sau numai o anu-
mitd cale metabolicd in combinatie cu terapii oncogene sau de semnalizare. (38) Pentru a
contrabalansa cresterea productiei de ROS in timpul tumorigenezei si metastazelor, celulele
canceroase 1si cresc capacitatea antioxidantd. Astfel, o abordare terapeutica suplimentara este
de a viza metabolismul redox, si anume dezactivarea selectivd a capacitatii antioxidante a
celulelor canceroase provocand niveluri crescute de ROS si inducerea mortii celulare. (39)

Datele obtinute demonstreazd instalarea stresului oxidativ, ceea ce Inseamnd un
dezechilibru intre producerea speciilor reactive de oxigen, in detrimentul sistemelor naturale
de antioxidanti care au capacitatea de a le reduce. (Figura 5) Aceste rezultate sugereaza ca,
probabil, dezactivarea capacititii antioxidante in celulele canceroase si cresterea nivelului
ROS poate fi benefica in prevenirea metastazelor, supozitii care ar trebui intens studiate in

continuare.
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Valorile initiale ale

antioxidantilor totali Valorile finale ale
antioxidantilor totali
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Figura 5. Valorile initiale si finale ale antioxidantilor totali

Am 1incercat sd evaluam schimbarile metabolice asociate cu cresterea si dezvoltarea
tumorii folosind parametri biochimici care masoara produsele finale ale degradarii oxidative
a lipidelor, proteinelor, parametrii implicati in mentinerea echilibrului redox. Rezultatele
obtinute sunt in concordanta cu datele din literatura de specialitate si pe baza acestora putem
spune ca o peroxidare crescuta in dinamica monitorizata poate reprezenta o crestere a metab-
olismului lipidic, dar si o distrugere oxidativa datd de ROS. Peroxidarea lipidelor este un pro-
ces metabolic natural in conditii normale si este una dintre cele mai investigate consecinte ale
actiunilor ROS asupra structurii si functiei membranei. Hidroperoxizii lipidici si produsele
oxigenate ale peroxidarii lipidelor, precum si initiatorii peroxidarii lipidelor (de exemplu,
ROS) participa la transductia semnalului, controlul proliferarii celulare si apoptoza. Pe de alta
parte, invazia cancerului, precum si raspunsul inflamator la cancer pot induce, de asemenea,
peroxidarea lipidelor in tesutul adiacent non-malign inducandu-se raspuns care sa determine
cresterea peroxidarii lipidelor, si generarea produsilor citotoxici ai peroxidarii lipidice Home-
ostazia lipidica poate fi mentinuta numai daca excesul de lipide pe care celula le-a preluat sau
sintetizat poate fi metabolizat sau transportat in afara membranei celulare (40). Acesti produsi
de peroxidare a lipidelor se leaga covalent de histidina, cisteina sau de reziduurile de lizina
ale proteinelor prin aditie chimica de tip Michael rezultind alterarea structurald si afectarea
functiilor acestor reziduuri de proteine. (41) Exista astfel o relatie directa intre nivelul de pe-

roxidare lipidica si atacul oxidativ asupra proteinelor (Figura 5). Acestea, in exces ca urmare
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a proceselor de reprogramare metabolica, vor fi un substrat accesibil pentru reactiile initiate
de ROS

Putem sa afirmdm ca un metabolism indreptat n principal catre sinteza si utilizarea
proteinelor va produce in exces compusi usor de modificat oxidativ. Prin instalarea unui
dezechilibru in echilibrul redox, aparand mai precis un stres oxidativ, celulele tumorale vor
produce in exces proteine cu actiune antioxidanta, acestea la randul lor, continand sulf vor fi
susceptibile la atac oxidativ. Astfel, apare o relatie dubla cauza-efect, fiind foarte dificil de
identificat daca aceste transformari sunt cauza sau efectul modificarilor maligne. Nivelul total
de antioxidanti non-enzimatici, asa cum s-a inregistrat, creste odata cu dezvoltarea tumorii si
se modifica functie de raspunsul la tratament. (42-45)

Reprogramarea metabolica este esentiald pentru biologia celulelor maligne, in special
pentru capacitatea lor de a supravietui si de a creste folosind cdi metabolice conventionale
pentru a produce energie, sintetiza precursorii biosintetici si mentine echilibrul redox. Poate fi
rezultatul mutatiilor genelor supresoare tumorale, ceea ce duce si la activarea anumitor cai de
semnalizare si a retelelor transcriptionale. Caile metabolice reprogramate sunt esentiale
pentru supravietuirea si cresterea celulelor canceroase. Activitatile frecvent reprogramate
includ cele care permit celulelor tumorale sa utilizeze substante nutritive abundente pentru a
produce ATP, pentru a genera precursori biosintetici si macromolecule si pentru a face fata si
a tolera stresul asociat cu malignitatea (de exemplu, stresul redox si hipoxia).

Noile abordari pentru evaluarea metabolismului in tumorile vii la om si soareci pot
imbunatati capacitatea noastrd de a intelege modul in care este definitd reprogramarea meta-
bolica si identificarea cailor care reprezintd prioritdti / oportunititi de imbunatatire a trata-

Rezumand datele obtinute putem spune cad acest concept dedicat schimbarilor meta-
bolice ale celulelor canceroase si supus atentiei comunitatii stiintifice, continua sa dezvaluie
noi conexiuni intre reactiile initiate de consumul de nutrienti si starea tumorigenicd. Mai
mult, studiul metabolismului cancerului nu numai ca identifica diferite cai de carcinogeneza,
dar dezvaluie si noi principii despre modul in care biochimia metabolismului poate furniza
informatii pentru identificarea mecanismelor legate de cresterea, proliferarea si diferentierea
celulelor. In plus, este timpul si gisim noi tinte moleculare, metabolice, care si reprezinte

tratamente inovatoare in cancer.

17



Capitolul V Modelul experimental in studiul procesului de angiogeneza asociat
melanomului malign

Cercetarile in biologia bolii canceroase in general, a oncologiei experimentale in
special, nu s-ar fi putut dezvolta fara principalul material biologic de lucru, animalul de
experienta.

Odata cu infiintarea Institutului Oncologic din Bucuresti ca institut de cercetare cu
paturi clinice a fost obtinuta si aprobata functionarea unei biobaze in care, dupa importare, s-
au intretinut la standarde internationale diverse linii inbred (homozigote) de soareci si
sobolani, in vederea folosirii lor in cercetarile de oncologie experimentala. Aceste linii de
animale se obtin prin proceduri speciale care prevad incrucisari repetate in vederea pastrarii
omogenicitatii genetice. Aceasta asigura 0 Serie de avantaje pentru studiile si cercetarile de
biologie moleculara, biochimie, dar si dezavantaje legate de greutatea extrapolarii datelor la
om, ele fiind considerate oarecum nenaturale. Pentru a pastra aceste linii pure cu regularitate
se impun efectuarea unor teste pentru controlul puritatii genetice si a asigurarii puritatii
homozigotiei, dar si a detectdrii timpurii a eventualelor mutatii sau contaminari. Aceste
testul grefei de piele
testul transplantului tumoral
testul tipizarii serologice
testul hibridului F1

In afara liniilor inbred sunt intretinute si animalele outbred (heterozigote).

Tehnica de transplantare cu suspensii celulare tumorale

Tumora solidd se recolteazd de la donator la fel ca in cazul transplantarilor cu
grefoane, de la un animal din aceeasi specie, linie si sex cu receptorul. Se recolteaza in
conditii sterile, se spala cu ser fiziologic steril, cu antibiotice pentru inlaturarea impuritatilor
si elementelor sanguine provenite din vasele sectionate care irigd tumora.

Prepararea suspensiei de celule in vederea transplantarii poate fi facuta prin mai multe
metode, insa metoda mecanica de separare celulara este frecvent utilizata in laboratoarele de
intretinere a tumorilor deoarece fata de transplantul cu fragmente tumorale foloseste suspensii
celulare libere, care pot fi cuantificate si inoculate cu seringa, usor si rapid in orice regiune
anatomica a receptorului. Procedeul tehnic consta in fragmentarea foarte find a tumorii cu o

foarfeca, pana se obtine o pasta ce se trece printr-un filtru dublu de otel inoxidabil cu 80
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ochiuri / mm?. In timp ce se spala continuu cu o solutie izotonica sterild pasta tumorala de pe
sita inoxidabila se preseaza usor cu o spatula de sticla pentru a usura trecerea celulelor prin
ochiurile sitei. Suspensia celulard obtinuta este centrifugata la 1000 r.p.m., timp de 10
minute, apoi se indeparteaza supernatantul cu restul de celule distruse. Sedimentul celular se
resuspenda intr-o solutie izotonica sterila si se determina apoi viabilitatea celulara prin testul
de excludere a colorantului folosind albastru de tripan. Suspensia se ajusteaza la o
concentratie celulara ce poate varia in functie de histotipul tumoral utilizat pentru
transplantare. In general, pentru intretinerea tumorilor subcutane, se utilizeaz o concentratie
de 5-10 x 10° celule viabile pe animal, iar procentul de prindere a tumorii este de peste 90%
la animalele inoculate.

Pentru mentinerea unei viabilitati cat mai mari, se recomanda ca toate manevrele de la
recoltarea tumorii si pana la obtinerea si inocularea suspensiei celulare sa fie executate pe

gheata. (46)

Rezultate si discutii

De la inceput trebuie facuta urmatoarea precizare: biologia tumorilor maligne ale
animalelor de experientd nu se suprapune peste cea a cancerelor umane. Tumorile maligne
animale au o capacitate spontana de metastazare mult redusd in comparatie cu cele umane.
Ritmul de crestere al cancerelor la animal este mult mai rapid (adaptat la durata medie de
viata a speciei). Experimental, desi se incearca sa se reproduca cat mai fidel conditiile din
patologia tumorala umana, se realizeaza artificial si, din acest motiv, extrapolarea rezultatelor
la om nu este intotdeauna posibild. Cu toate acestea, cercetarile experimentale pe animal
reprezinta singura cale valabila de descifrare a numeroaselor procese implicate in aparitia si
evolutia tumorilor maligne. (47)

Dezvoltarea tumorilor este consecinta cresterii numarului absolut al celulelor
tumorale si survine atunci cand rata proliferarii celulelor tumorale o depaseste pe cea a
pierderilor. La gazdele histocompatibile, majoritatea tumorilor transplantate devin clinic
evidente aproximativ dupa 7 zile, la 3-4 sdptamani fiind necesard recoltarea tumorilor si
repasarea lor.

In tumorile experimentale numarul factorilor care pot da rezultate eronate este foarte
mare. Din aceste motive se impune alegerea celui mai adecvat model experimental, iar
extrapolarea in clinica umana a rezultatelor obtinute trebuie facuta cu prudenta si simt de
raspundere. n lucrare a fost utilizat un model experimental de melanom malign murin care s-

a dezvoltat in timp in Biobaza Institutului Oncologic Bucuresti. Acest model utilizeaza
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soareci inbred C57BI/ 10 sau C57 Bl/6, diferentele sunt date in principal de dimensiunile
animalelor purtatoare. Pentru a obtine un model in vivo am folosit soareci C57bl/6 (soareci

inbred) recunoscuti in literatura de specialitate ca purtatori de melanom malign cutanat.

Tumorile experimentale au fost obtinute dupa inocularea in flancul drept a 10° celule/
ml provenite din culturi. Dupa 14 zile s-au obtinut tumori intens pigmentate, bine incapsulate,

cu o consistenta flasca si crestere locald invaziv infiltrativa in musculatura subiacenta.

Metastazele au survenit la intervale de timp diferite, intre 17 si 49 zile

Capitolul VI Caracterizarea si identificarea biochimica in vivo a procesului de
angiogeneza

Studiul nostru s-a desfasurat in vivo pe animale purtatoare de tumori si anume
melanom malign B16. Animalele (soareci C37BI/6) provin din Biobaza Institutului acreditata
de a furniza material biologic odata cu infiintarea din 1964.

Animalele de experientd au fost impartite in doua loturi, unul martor netratat si unul la
care s-a aplicat un tratament cu Bevacizumab timp de trei luni, cinci zile pe saptaimana,
administrandu-se 15 mg/kg corp anticorp monoclonal suspendat in solutie salina 0,2 ml
administrat intravenos (in vena cozii). Administrarea a inceput din ziua a 15-a de la
inocularea tumorii.

Asa cum am prezentat anterior, melanomul malign B16 este o tumora experimentala,
usor reproductibila, care ofera o serie de avantaje unui model de lucru, fiind o tumora usor
transplantabild, utilizand celule de referintd mentinute in culturd. Tumora este mentinuta pana
in prezent prin grefari repetate subcutan la soareci inbreed C57Bl/6 sau C57BI/10. Prezinta o
perioadd de latenta mare de panad la 15 zile si un procent de prindere a grefelor foarte bun de
90%. Dupa injectarea intravenoasa a celulelor de melanom B16 se pot obtine metastaze
pulmonare. Spre deosebire de melanomul uman care are o capacitate ridicata de metastazare,
fara specificitate de organ, melanomul B16 murin are o afinitate selectiva pentru pulmon.

Melanomul B16 exprima multipe antigene, fiind utilizat 1 in testarea diferitelor
protocoale de imunoterapie.

in flancul drept al animalelor de experienta s-au inoculat in jur de 1x10° celule per ml
mediu de cultura. Soarecii, in numar de 20, au fost impartiti in doua loturi si anume lotul
tratat si lotul martor netratat. Toti au fost inoculati cu celule tumorale. Urmarirea lor a inceput
din ziua a 15-a de la grefa tumorald, adica dupa 2 saptamani. Din acest moment, s-a

administrat Bevacizumab in doza unica saptamanalda 15 mg/kg corp doar la lotul tratat. S-au

20



efectuat sacrificari in vederea recoltarii materialului biologic dupa 2, 3, 4 si 5 saptamani de la
inoculul tumoral. S-a recoltat sange integral prin punctie cardiaca si tesut tumoral. Recoltarea
se face dupa anestezierea totala.

Sangele astfel obtinut se tine 15 minute la 37°C in vederea exprimarii serului si se
centrifugheaza 20 minute la 1500 rpm. Se separa serul care poate fi tinut la congelator la
-20°C pana la prelucrarea biochimica.

Tesuturile recoltate se spala in ser fiziologic si se tritureaza, apoi se omogenizeaza in
acelasi ser, in proportie 1/5 v/v. Omogenatul se centrifugheaza la 3000 rpm timp de 30
minute si se resuspenda in ser fiziologic. Supernatantul astfel obtinut este folosit in testele
viitoare.

S-au efectuat o serie de teste biochimice care vizeaza metabolismul oxigenului. In
acest scop s-a determinat indicele de peroxidare lipidica, evaluat prin masurarea concentratiei
malonaldehidei serice, produs final al degradarii hidroperoxizilor lipidici proveniti din
reactiile exercitate de speciile reactive ale oxigenului asupra lipidelor totale. Metoda se
bazeaza pe formarea unui aduct rosu (MDA-TBA;) care prezintd un maxim de absorbtie la
532 nm inregistrat la un spectrofotometru Analytic Yena Specord 210. Solutiile utilizate sunt
preparate proaspat utilizind apa genetic purd provenitda de la un dispozitiv Milli-Q, iar
substantele utilizate, acidul tiobarbituric, acidul acetic, acid tricloracetic, provin de la Merck
si au gradul de puritate necesar testelor. (48-50)

Determinarea peroxizilor lipidici s-a efectuat din ser si tesut tumoral. Determinarea
tiolilor albuminici s-a efectuat din aceleasi probe biologice cu scopul masurarii extensiei
atacului oxidativ exercitat de speciile reactive ale oxigenului asupra proteinelor.

Grupdrile tiol-albuminice SH au fost determinate prin reactia cu acidul 5,5 -ditio-bis
(2-nitrobenzoic), reactiv Ellman. Reactivii se prepara proaspat, utilizand compusi chimici
proveniti de la Merck. Determinarea tiolilor albuminici s-a efectuat din ser, tesut tumoral, tot
printr-o metoda spectrofotometrica. (51)

Producerea in exces a speciilor reactive de oxigen este contracarata in vivo printr-o
serie de mecanisme de aparare antioxidanta endogena. Pentru evaluarea cat mai corecta a
eficientei tratamentului initiat anti-angiogenic, am introdus si o reactie biochimica de
masurare a acestei abilitati antioxidante si anume reactia FRAS (ferric reducing ability of
serum). Reactia masoard reducerea complexului ion feric-2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina
(TPTZ) la un produs colorat.

Metoda, care masoara efectul antioxidant combinat al antioxidantilor non-enzimatici

din fluidele biologice, este utild in controlul indicelui de rezistenta la distrugerile oxidative.
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La pH scazut, cand complexul Fe* - tripiridil triazina este redus la Fe?* de antioxidantii din
proba, se formeaza o coloratie albastru-intens cU Amax 593 nm. In aceastd metoda, se foloseste
un exces de ioni Fe**, iar factorul limitator al formarii complexului, prin urmare si al culorii,

este antioxidantul (reducatorii din plasma). (189-190)

Rezultate si Discutii
Variatia parametrilor de metabolizare a oxigenului in ser

Asa cum s-a mentionat, probele au fost recoltate in dinamica cresterii si dezvoltarii
tumorale la lotul martor si in dinamica tratamentului la lotul tratat. Animalele din lotul martor
au fost sacrificate la 3, 5, 10 si 15 saptamani de la inoculare, momente care coincid si la lotul
tratat, administrarea compusului cu actiune anti-angiogenica incepand din saptamana 2 de la
inoculare si efectuandu-se pana la sdptamana 15, avand loc in aceeasi dinamica.

Datele reprezentate prezintd o variatie crescatoare in functie de dezvoltarea tumorii la
lotul martor. Peroxizii lipidici cresc proportional cu masa tumorala si astfel se sugereaza o
activitate oxidativa crescuta manifestata la nivelul lipidelor. Pentru lotul tratat existd o
modificare a profilului peroxidarii lipidice. Astfel, daca in primele momente ale evolutiei
tumorale, valorile sunt aproximativ la fel, dupa instituirea tratamentului anti-angiogenic,
peroxidarea lipidica Inregistreazd o crestere mult mai micd, constantd. Valorile rdman in
platou pana spre sfarsitul tratamentului cand cresterea inregistrata este aproximativ de doua
ori mai mare (200%) fatd de valoarea initiala, spre deosebire de lotul martor, unde cresterea
este mai micd. Aceste valori sugereaza pentru aceastd etapa a investigatiilor o eficientd a
tratamentului instituit.

Din serul recoltat in aceleati conditii, au fost determinate si grupdrile tiol albuminice,
ca masura a intensitatii atacului oxidativ asupra proteinelor.

Rezultatele obtinute prin investigarea peroxidarii lipidice sunt in asentimentul acestor
idei din literatura de specialitate si sugereaza rolul speciilor reactive de oxigen in concentratie
mica de semnalizatori ai hipoxiei.

Valorile normale sunt cuprinse in intervalul de referintda 370 — 450 pmol/l. Scaderea
valorilor se coreleaza direct cu scaderea eficientei barierei antioxidante plasmatice realizate
de guparile tiol.

In tesutul hepatic normal, valorile sunt diferite in functie de lotul investigat. Astfel la

lotul tratat, apare o crestere semnificativa a parametrului investigat fata de lotul martor.

VII. Rolul semnalizator al speciilor reactive de oxigen in initierea angiogenezei
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Celulele tumorale mentinute in cultura au fost tratate cu Bevacizumab in doze diferite
(7.5 pg/ml, 100 pg /ml si 150 pg /ml) fata de un flask in care au fost celule netratate folosite
drept martor. Administrarea s-a efectuat prin adaugarea in mediul de culturda si mentinerea
timp de 12 ore a dozelor de Bevacizumab (doza 1= 7,5 pg/ml, doza 2= 100 ug/ml, doza 3=
150 pg/ml). Pentru inceput s-a urmadrit posibila inducere a apoptozei la nivel celular ca
urmare a actiunii anticorpului monoclonal Bevacizumab asupra celulelor tumorale. Prin
aceste teste incercam sa verificam toxicitatea compusului asupra celulelor de testat si/sau
eventuala sensibilitate a tratamentului aplicat.

Datele inregistrate, in timp real, la 48 ore actiune a Bevacizumab 1n concentratii
diferite arata cresterea producerii de radicali liberi. Acest fapt este semnalat de un varf care se
suprapune partial cu controlul pozitiv, marcand cresterea nivelului ROS. Rezultatele se pot
datora unui metabolism al oxigenului intensificat, dar este dificil a preciza daca acesta se
datoreaza neovascularizatiei sau a altor procese biochimice, metabolice reprogramate sau
induse de prezenta celulelor tumorale. Cert este ca nu putem afirma ca un tratament cu

antiangiogenic la 48 ore determina diminuarea producerii speciilor reactive de oxigen.

VI1I. Caracterizarea optica a procesului de angiogeneza consecutiv transformarii
maligne

Au fost investigate probe de tesut tumoral experimental obtinut de la soareci C57bl/6
purtatori de melanom B16. Probele au fost recoltate in dinamica cresterii si dezvoltarii
tesutului tumoral la 14, 17 si 21 zile de la inoculare. Dupa anestezierea animalelor efectuala
cu cloroform s-a recoltat steril tesutul tumoral, introdus intr-un criotub. Sectionarea s-a
efectuat cu ajutorul unui criotom. Sectiunile au fost imobilizate pe lame si fard colorare au
fost investigate in sistemul dedicat.

In comparatie cu viteza de propagare a ultrasunetelor (331 m/s in aer si 1430 m/s in
apd), viteza luminii este extrem de mare (aprox. 3 108 m/s in aer si 2.25 108 m/s 1n apd). Prin
urmare, decalajul temporal (in timp) dintre doud unde (unda de referintd si unda reflectatd)
provenite de la aceeasi sursa dupa ce ele parcurg distante care difera cu cativa zeci de microni
nu poate fi masurat in mod direct, ci se apeleaza la tehnici de interferometrie. O metoda
pentru a masura intarzierea dintre doud unde luminoase este interferometria prin coerenta
joasd care realizeaza coerenta opticd in domeniul reflectometriei. Interferometria prin
coerentd joasd a fost pentru prima datd dezvoltatd in domeniul telecomunicatiilor, pentru

masurarea reflexiilor optice provenite de la defectele sau racordurile fibrelor optice.
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Aparatura folosita in masuratori de tip OCT este compusa, in general, dintr-o sursa de radiatie
opticd partial coerentd, un montaj interferential si un sistem de detectie. Acestora le este
adaugat un sistem software de analiza, interpretare si reprezentare sub forma de imagini a
semnalelor Inregistrate. Prima instalatie OCT a fost implementata utilizand ca sursa un laser
in impulsuri de ordinul femto-secundelor, avand un spectru de emisie larg, ceea ce implica o
lungime de coerentd scdzuta. Radiatia luminoasd de joasa coerenta este caracterizatd de o

serie continua de mici pulsuri ce au durata egala cu lungimea de coerenta.

Rezultate si discutii

OCT realizeaza sectiuni transversale sau sectiuni tomografice ale microstructurii
interne 1n tesuturile biologice. Este o tehnologie imagistica extraordinara deoarece permite in
timp real masurarea in Situ a structurii tesutului cu rezolutie de 5 - 15 pum si o rezolutie cu 1-2
ordine de marime mai mare decat cea a tehnologiilor conventionale de imagistica medicala
(ecografia, rezonanta magnetica, tomografia computerizata).

Rezultatele obtinute Intr-0 primd faza surprind tesuturile modificate in dinamica
cresterii si dezvoltarii prin scanari la intervale de timp de la 0 la 225 secunde. Sensibilitatea

de detectie nu este cea optima, dar pe verticala se pot inregistra modificari biostructurale ale

probelor investigate. Pentru a se obtine imagini prin OCT de calitate ridicatd, este necesar sa

Figura 6. Dimamica detectarii pentru proba B (14 zile de la inoculare)

Pentru a interpreta corect rezultatele obtinute, am incercat sa urmarim, pe orizontala
transformarile in dinamica la o singura proba, detectata in dinamica data de timp si anume de

captarea de date de la O la 90 secunde pentru proba investigata la 14 zile de la inoculare.
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Masurdtorile optice au ardtat ca tesuturile transformate malign sunt sensibile in ceea ce
priveste rotatia planului de polarizare. Odata cu cresterea modificarilor date de transformarea
maligna are loc o deteriorare dramatica a acestor structuri; acestea nu pot fi identificate prin
metoda polarimetriei laser. Imaginea trebuie sa aiba o densitate a pixelilor suficient de mare
pentru ca micile detalii sa poatd fi vizualizate la o rezolutie data.

Biopsia tisulara este metoda principala folosita pentru diagnosticarea tumorilor. Este
foarte important, atat pentru scop clinic, dar si pentru caracterizarea tumorilor in scop de cer-
cetare, ca aceste probe de biopsie sa fie perfecte, corect recoltate si sa poata fi optim prelu-
crate. In egald masurd, este importanta si cantitatea de material biopsic recoltat, avand in ve-
dere alterarea acestuia dupa tratamentul chimio si / sau radioterapic aplicat, biopsia fiind uni-
ca sursa de tesut tumoral de la un pacient. De asemenea, o importantd majora trebuie acordata
si faptului ca aceste tesuturi recoltate sunt necesare pentru: 1) diagnostic dat prin clasicele
colorari hematoxilina-eozina (H&E), dar si posibile colordri imunohistochimice speciale in
vederea identificarii Subtipurilor tumorale si 2) testari moleculare in vederea identificarii
pacientilor care pot beneficia de terapii tintite specific unor mutatii genice individuale.

Exista astfel clar necesitatea crescuta de a optimiza randamentul tumorii si de a mini-
miza fibroza contaminanta in probele obtinute prin biopsie. Tomografia de coerenta optica
(OCT) este o tehnicd si o modalitate de imagistica optica nedistructiva care ofera un volum
tisular relativ mare, rapid, cu rezolutie de adancime (~ adancime de penetrare de 1-2 mm in
functie de proprietdtile de imprastiere a tesuturilor), imagini de naltd rezolutie (<10 pm) de
microstructura tisulara. OCT a fost aplicat cu succes la detectarea modificarilor structurale in
multe sisteme de organe, inclusiv in sistemele cardiovasculare, gastrointestinale, oculare si
pulmonare. Imagistica OCT poate fi utilizata pentru evaluarea micro-arhitecturii tisulare in
Vivo sau ex Vvivo. (55,56)

Rezultatele de etapa ale studiilor noastre demonstreaza importanta calitatii
materialului investigat. Asa cum se observa in tabelul de mai sus, este extrem de important de
a se prelucra imediat tesuturile recoltate. Depozitarea si mentinerea lor mai mult de 48 ore,
fara o prelucrare in avans determina deteriorarea probelor, ingrosarea membranelor, pierderea
proprietatilor optice si obtinerea acestor imagini greu de interpretat. Avand in vedere ca prin
aceste probe am incercat optimizarea masuratorilor si a tehnicilor de OCT, putem spune c4,
dupa cateva incercari nereusite, am concluzionat ca timpul optim de inregistrare a datelor este
la 24 ore, fara fixare in prealabil a tesutului in parafina sau alcool care ar putea induce erori si

dupa uscarea probelor la o temperatura optima, cea a camerei, fara uscare fortatd in incubator.
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Concluzii generale

Termenul de melanom a fost utilizat prima data de Carswell in 1838. Melanomul
malign face parte din categoria neoplaziilor cu malignitate inaltd ce se dezvolta din
melanocitele epidermice si, mai rar, din cele dermice, prezintd polimorfism clinic, evolutie
capricioasa, poate afecta toate varstele, fiind mai frecvent la femei; intr-un numar mic de
cazuri prezintd determinism genetic. Aparitia la varste tinere este in legatura cu expunerea
excesiva la soare a intregului corp in perioada copildriei si adolescentei si, nu in ultimul rand,
distrugerea stratului de ozon.

Pana acum cativa ani, se considera ca tratamentele anticanceroase eficiente duc la dis-
trugerea celulele tumorale, prin angajarea mecanismelor apoptotice, sau mentinerea lor per-
manenta in faza G1 a ciclului celular. Mai recent, s-a observat ca unii agenti anticancerosi pot
induce alte forme de moarte celulara, cum ar fi necroza programatd sau apoptoza mitotica
provocata. Acest aspect poate fi deosebit de interesant deoarece: necroza s-ar putea dovedi
utild in eliminarea acelor celule canceroase care au dezvoltat rezistentd la apoptoza si celulele
canceroase sunt deosebit de sensibile la inducerea distrugerilor mitotice datorita instabilitatii
lor genomice.

Studiul retrospectiv realizat a urmairit identificarea unor parametri clinici si
biologici efectuati din ser si tesut tumoral in vederea stabilirii unor date utilizabile in
monitorizarea eficientei tratamentului. Pornind de la date statistice s-a observat cd nu exista
diferente semnificative legate de sex sau varstd, acesti factori nu influenteaza cursul
tratamentului si/sau al bolii. Infiltratul limfocitar, invazia vasculara, necroza tumorala si
ulceratia sunt parametric importanti si, in functie de gradul acestora, este necesara
modificarea si adaptarea schemei terapeutice aplicate. In egald masuri, aceste date se

coreleaza cu profunzimea tumorii si gradul ei de extindere.

Din punct de vedere biochimic, glicemia si lactat dehidrogenaza pot fi considerati
parametri energetici. Acestia nu s-au modificat semnificativ in cele doua momente
investigate, astfel putem sa afirmam ca dezvoltarea, cresterea si modificarea celulara in
melanomul malign nu sunt pe deplin influentate de aceste cii metabolice, cu toate ci
datele din literaturid nu confirma datele obtinute de catre noi. Cu sigurantd, aceasta
discrepanta apare ca urmare a unui numadr relativ mic de pacienti investigati, intr-un lot
neomogen, cu multe particularitati si doar cu doud analize. Ne propunem ca pentru viitor
acesti parametri sa fie intens corelati intr-o dinamica anume aleasa pentru a confirma sau

infirma rezultatele de etapa obtinute.
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Parametrii biochimici de stres oxidativ se coreleaza cu modificirile metabolice
legate de lipide, proteine, micronutrienti si balanta redox. Am inregistrat o intensificare
a metabolismului lipidic, masurand degradarea oxidativa a acestora, atat sinteza care asigura
substratul reactiei, cat si nivelul produsilor finali sunt crescuti sugerand o reactivare

metabolica crescuta la pacientii cu melanom malign.

Analiza degradairii oxidative a proteinelor arata o intensificare a biosintezei proteinelor
cu sulf, ceea ce poate fi o caracteristica a celulei transformate malign.

In studiile experimentale este deosebit de important a se alege corect si fiabil modelul
experimental. Aceasta presupune studiul animalelor de experienta utilizate, urmarindu-se
toate aspectele si datele furnizate de crescatorii acestora, cunoasterea metabolismului si a
valorilor parametrilor fiziologici in totalitate, modul in care se realizeaza implantul tumoral.
Pentru a obtine un model in vivo am folosit soareci C57Bl/6 (soareci inbred), recunoscuti
in literatura de specialitate ca purtatori de melanom malign cutanat. Tumorile experimentale
au fost obtinute dupi inocularea in flancul drept a 10° celule/ ml provenite din culturi.
Metastazele au survenit la intervale de timp diferite, intre 17 si 49 zile depinzind de
pasajele efectuate, timpul de latenta fiind mai mare la mai multe pasaje, sugerandu-se
pierderea agresivititii tumorale prin grefarile seriate.

Inca din 1970 a fost lansatd ideea ca inhibarea angiogenezei tumorale poate constitui
o metoda terapeutica in lupta contra cancerului. Ne-am propus identificarea rolului speciilor
reactive de oxigen in cascada de semnalizare a procesului de angiogeneza si de a stabili me-
canismele citotoxice bazate pe aceste specii. Pentru aceasta, a fost realizat un model experi-
mental in vivo la care inhibarea angiogenezei s-a efectuat cu un tratament cu Beva-
cizumab. Peroxizii lipidici cresc proportional cu masa tumorala si astfel se sugereaza o
activitate oxidativa crescutii, manifestata la nivelul lipidelor. Se identifica asemanator
profilului peroxidarii lipidice, o crestere a atacului oxidativ asupra proteinelor in timpul
cresterii si dezvoltarii tumorale, datele confirmand rezultatele din literatura de specialitate
care afirma instalarea unui stres oxidativ asociat tumorii. Pentru lotul tratat se inregis-
treaza o scadere a valorilor tiolilor liberi, valori care incep sa creasca usor si raman in
platou spre sfarsitul tratamentului si instalarea apoptozei si necrozei tumorale, con-
cluzionad la faptul cd melanomul malign are un potential angiogenic ridicat, dar
raspunde slab la tratamentul medical si metastazeaza foarte devreme.

Eforturile in a stabili corect diagnosticul de melanom malign si nu numai, ci orice tip de

cancer al pielii fara biopsii si interventii traumatizante reprezinta un scop al medicilor, aflat
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10.

11.

intr-o continua desfasurare. Tomografia Optica Coerenta (OCT) este o metoda imagistica
bazata pe interactia radiatiei optice provenitad de la o sursd opticd de coerenta redusa cu obiec-
tul investigat, interactie realizata intr-un montaj de tip interferential. Completarea bazei in-
formationale a imaginii matricii Mueller (MMI) in cazul testelor efectuate pe probe bio-
logice furnizeaza noi posibititi de diagnosticare a modificarilor patologice in macro-
neomogenititile tisulare, dar si detectarea timpurie a modificarilor in structura colagenului,
miozinei si a altor retele fibrilare, care sunt baza arhitectonicii tesuturilor si preced aparitia

anomaliilor fizice dianosticate clinic.
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