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Inventia se referd la metode de chemosenzntnvntate pentru determinarea in vitro a
raspunsului celulelor tumorale de carcinom ovarian seros la diferiti compusi
chimioterapeutici cu scopul prezicerii unui tratament personalizat la pacientele
selectate pentru chirurgie citoreductiva si chimioterapie hipertermica intraabdominala
(HIPEC).

Il. Statusul cunoasterii in domeniu

Carcinomul ovarian seros are cea mai mare ratd a mortalitatii dintre toate cazurile de
cancere ginecologice la nivel mondial, fiind frecvent diagnosticat intr-un stadiu avansat
(Lengyel, 2010; Naora & Montell, 2005). Tratamentul standard de prima linie pentru
acest tip de cancer consta in combinarea rezectiei chirurgicale cu chimioterapia cu
paclitaxel si un compus pe bazd de platind administrate fie intravenos, fie

intraperitoneal prin procedura HIPEC. ( Dutch Guideline on Epithelial Ovarian Cancer.

Oncoline). La aproximativ 15-20% dintre femeile cu carcinom ovarian seros, masa
tumorald nu raspunde la chimioterapia de prima linie, iar in recurente acest procent
creste din cauza rezistentei la tratament (Cannistra, 2004). Prognosticul pacientelor
care sunt supuse acestor tratamente este slab, procentul de supravietuire pe o
perioada de 5 ani fiind de 47% (Torre et al., 2018). Acest tip de cancer se
caracterizeaza printr-un mecanism de diseminare neobisnuit: o crestere rapida,
perturbarea capsulelor tumorale ovariene si implicit a celulelor maligne care se
raspandesc in cavitatea peritoneala, implicand de obicei acumularea de lichid de
ascita. A fost sugerat faptul ca aceasta eliberare a celulelor maligne din tumora primara
le permite ancorarea pe cavitatea peritoneala, determindnd formarea nodulilor
peritoneali (carcinomatoza peritoneald) si metastazarea la organele indepartate
(Ahmed & Stenvers, 2013; Shield, Ackland, Ahmed, & Rice, 2009). Un numar in
crestere de studii raporteaza heterogenitatea moleculara si variatia comportamentului
clinic al cancerului ovarian seros, sugerand astfel necesitatea unor metode diferentiale
de gestionare a formelor individuale. Majoritatea cercetarilor care si-au propus
caracterizarea tumorala in scopul identificarii tratamentelor optime au utilizat fie culturi
celulare obtinute din tumora primara fie biopsii lichide (Zavesky et al., 2019). Konecny
si colab. au realizat teste de chimiosensibilitate tumorala in vitro prin metoda ATP-TCA
pe culturi de celule tumorale derivate din biopsii ale pacientelor cu cancer ovarian.

Datele au aratat o scadere semnificativa a ratei de supravietuire fara progresie si a
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ratei de supravietuire globala la pacientele rezistente la medicamentele testate
(Konecny et al., 2000). Analiza moleculara a probelor clinice este adesea impiedicata
de cantitatile mici de material disponibil, limitand precizia si numarul de teste care pot
fi intreprinse (Ford, Werner, Hacker, & Warton, 2020). Ascita este o exceptie in acest
sens, reprezentand in esentd o esantionare consecutivd a mediului in care se
raspandeste cancerul ovarian. Pacientele cu carcinom ovarian seros in stadiu avansat
prezinta adesea volume mari de ascita maligna, care este usor accesibila si care este
colectata in mod obisnuit in scopuri de diagnostic sau pentru ameliorarea simptomelor.
Lichidul de ascita maligna este o sursa de componente celulare din care pot fi obtinute
informatii valoroase inainte de rezectie, prin evaluarea diferitelor caracteristici
biologice ale malignitatii subiacente, inclusiv mecanismele si profilurile sale moleculare
(Huang et al, 2013; Kipps, Tan, & Kaye, 2013). Mai mult, s-a dovedit ca
heterogenitatea moleculara si celulara a continutului din lichidul de ascita contribuie la
rezistenta la tratament a cancerului (Zhang et al., 2018). Dezvoltarea unor abordari
terapeutice bazate pe particularitatile celulelor tumorale de la pacientele individuale,
care sa elimine celulele maligne si sa controleaze micromediul tumoral este raportata
pe scara larga ca fiind o cale rationald pentru imbunatatirea eficientei clinice si
prevenirea progresiei bolii la pacientele cu cancer ovarian seros in stadii avansate.
Acest concept cunoscut sub numele de medicina personalizata poate fi aplicat folosind
modele ale micromediului tumoral, care s& mimeze eficient procesele
imunoregulatoare si tumorigenice relevante la pacientii cu cancer (RL et al., 2014) si
medicamente selectate cu potential sporit al eficientei terapeutice (Sevin, Perras,
Averette, Donato, & Penalver, 1993). Alte studii descriu utilizarea biomarkerilor din
ascita pentru a prezice raspunsul la terapia initiala (Kerr et al., 2013; Lane et al., 2015),
desi in prezent nu exista biomarkeri care sa fie validati. Mai mult, nu exista studii care
sa descrie utilizarea testelor de proliferare celulara in vitro pentru a prezice raspunsul

la tratamentul primar la pacientele selectate pentru procedurile de HIPEC.

Problema pe care inventia actuald o rezolva este stabilirea unei metode de
chemosenzitivitate pentru a prezice schema de tratament, dar si raspunsul la tratament
la pacientele cu cancer ovarian seros selectate pentru procedurile de HIPEC, de la

care a fost derivat materialul biologic.

Prototipul pe care inventia actuala il propune, este adecvat pentru investigarea

raspunsului personalizat la agentii chimioterapeutici, astfel facand colectarea probelor
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reproductibila si standardizata. in final, inventia aduce un potential sporit al raspunsului
la chimioterapia hipertermica intraabdominala pentru pacientele cu carcinom ovarian

seros in stadiu avansat.

Solutia propusa de prezenta inventie este de a genera o platforma de medicina
personalizatd bazata pe culturi primare derivate din ascita in cazul pacientelor cu

carcinom ovarian seros.

Metoda, conform inventiei propuse, reconstituie micromediul tumoral, datorita faptului
ca varietatea de celule tumorale maligne (inclusiv celulele stem canceroase) sunt
cultivate intr-un mediu cu proprii factori de crestere solubili, citokine, chemokine si
fragmente de matrice extracelulara. Toate aceste componente biologic active pot fi
legate de chimiorezistenta, iar analiza efectului unor agenti chimioterapeutici pe
modelul conform inventiei aduce informatii utile pentru managementul terapeutic al

pacientei cu cancer de ovar seros in stadiu avansat.

Avantajele metodei de chimiosenzitivitate pentru prognosticarea in vitro a raspunsului

personalizat la terapie a pacientei cu carcinom ovarian seros constau in faptul ca:

- Metoda ajuta la directionarea schemei de tratament personalizat in cancerul
ovarian seros prin selectarea unui agent chimioterapeutic care prezinta un
indice terapeutic crescut la pacienta care necesita tratament

- Metoda de culturd primara derivatd din ascita de la pacienta cu carcinom
ovarian seros este mai putin laborioasé decat metodele mai consacrate care
utilizeaza culturi primare de tesut solid, putdnd duce astfel la costuri reduse
pentru pacient si o implementare mai usoara in practica medicala

- Metoda poate avea un impact semnificativ in decizia chirurgicald deoarece
lichidul de ascita poate fi recoltat anterior operatiei chirurgicale prin procedura
de paracenteza, iar rezultatele metodei sunt obtinute caracteristic in mai putin

de doua saptamani de la obtinerea probei biologice.

lll. Rezumatul Inventiei

Inventia furnizeaza o metoda de chemosenzitivitate pentru prognosticul in vitro
al raspunsului personalizat la terapie a unei paciente cu carcinom ovarian seros, care
cuprinde urméatoarele etape:

- Obtinerea unei probe de lichid de ascita de la paciente
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- Cultivarea in conditii care sa permitad cresterea si proliferarea celulelor
derivate din ascita

- Punerea in contact a celulelor cu mai multe doze dintr-un interval de
concentratii ale unor compusi chimioterapeutici pentru o perioada de timp
dela24la72ore

- Masurarea viabilitatii/proliferarii  celulelor tratate, calcularea valorii
concentratiei eficiente la jumatate din maxim (EC50) pentru agentul
chimioterapeutic testat si determinarea apoptozei.

- Utilizarea informatiilor obtinute pentru stabilirea schemei de tratament a

pacientei de la care a fost derivat materialul biologic

IV. Descrierea figurilor

Figura 1. Schema de cultivare in conditii care sa permita cresterea si proliferarea

celulelor tumorale derivate din ascita.

Figura 2. Dinamica si morfologia celulelor epiteliale tumorale obtinute din ascita

subiectului cu carcinom ovarian seros, timp de 1-6 zile in cultura.
Figura 3. Valorile EC50 obtinute in urma tratamentelor cu doxorubicina
Figura 4. Valorile EC50 obtinute in urma tratamentelor cu cisplatina

Figura 5. Reprezentarea grafica a inhibitiei de crestere obtinutd in urma

tratamentelor cu paclitaxel

Figura 6. Reprezentarea grafica a expresiei proteinelor (BCL-2, p53, CASP-3)
implicate in procesul de apoptoza in urma tratamentelor cu CPT si DOX (A-F)

Figura 7. Compararea nivelului de expresie a proteinelor (BCL-2, p53, CASP-3)
implicate in procesul de apoptoza intre CONTROL (celule netratate) si dozele
EC50 si EC25 pentru CPT si DOX. Linia indicad eroarea standard a mediei
(xSEM); valorile statistice au fost calculate cu testul Student t test , unpaired,
astfel * p<0,05, ** p<0.005). (A- F)

Figura 8. Reprezentarea unui model conceptual de integrare a testelor de
chemosenzitivitate in managementul terapeutic a pacientei cu cancer de ovar

selectata pentru HIPEC.
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V. Descrierea detaliata a inventiei

Inventia utilizeaza un tip major de material biomedical derivat de la pacienta cu cancer
ovarian seros de grad inalt pentru a obtine cultura primara de celule tumorale: ascita
(AS). AS fost colectata in conditii sterile in timpul interventiei chirurgicale realizata de
specialisti din cadrul Institutului Clinic Fundeni, dupd obtinerea consimtamantului
informat al pacientei, conform Ghidurilor Comitetului de Etica al Institutului Clinic
Fundeni (52496 / 06.12.2018), care fac obiectul Declaratiei de la Helsinki privind
principiile etice pentru cercetarea medicala care implicd subiecti umani. Obtinerea
celulelor tumorale derivate din AS a fost efectuata in cadrul Centrului de Excelenta in
Medicina Translationala al Institutului Clinic Fundeni.

Intr-o prima etapa a metodei conform inventiei sunt obtinute probe de AS cu ajutorul
unei seringi sterile in timpul interventiei chirurgicale. AS este transferata intr-un tub de
50mL steril si transportata pe gheata in cadrul laboratorului de culturi celulare din
Departamentul de Biologie Moleculara al Centrului de Excelentd in Medicina
Translationala al Institutului Clinic Fundeni. Probele de AS sunt procesate in conditii

sterile Tntr-o hota cu flux laminar de clasa Il.

intr-o a doua etapa conform inventiei celulele sunt cultivate in raport de 1: 1 in mediu
de cultura DMEM-Dulbecco Modified Eagle Medium-GlutaMax (Gibco) continand 4.5g
/ L glucoza, suplimentat cu 20% ser fetal bovin (FBS) si 1% penicilina-streptomicina
(P/S) si incubate la 37 ° C intr-o atmosfera umidificata cu 5% CO2 in aer, pentru 3-4
zile fara ca mediul sa fie schimbat. Este necesara monitorizarea culturii la 24 si 48 ore
pentru verificarea eficientei de crestere si a morfologiei celulelor. Dupa 3-4 zile se
schimba mediul, urmand ca acesta sa fie schimbat la 2 zile padna in momentul in care
celulele ajung la confluenta. Cand celulele ajung la confluenta de 90%, se tripsinizeaza
cu tripsina 0,25%, 5 min, la 37° C. Dupa cele 5 min de incubare se inactiveaza tripsina
cu mediu DMEM 20%FBS. Se centrifugheaza la 800xg, 5 min, 4° C si se inlatura
supernatantul. Se resuspenda peletul in mediu DMEM si se numara celulele cu
Hemocitometrul/Citometrul Tali. In functie de planificarea experimentala, celulele sunt

utilizate pentru propagare sau crioprezervare.

intr-o a treia etapa conform inventiei celulele sunt tratate cu diferiti compusi

chimioterapeutici utilizati in procedura HIPEC la paciente cu carcinom ovarian seros.

Agentii chimioterapeutici se utilizeazd fie pentru intreruperea cresterii celulelor

canceroase inainte de operatie, fie pentru a distruge celulele tumorale care ar putea fi
6
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lasate in urma dupa operatie. Exemple de medicamentele aprobate pentru
monoterapia cancerului ovarian sunt: Cisplatina (CPT), Doxorubicina (DOX), Taxol
(PTX), Carboplatina, Avastin (Bevacizumab), Alkeran (Melphalan), Lynparza
(Olaparib), Cyclophosphamida, Gemzar, Rubraca etc. Combinatiile de medicamente
utilizate in terapia cancerului ovarian sunt: Carboplatina-Taxol, Gemcitabina-

Cisplatina etc. (https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/ovarian).

Cisplatina (cis-diaminodiclor platina (l1)), este un agent de reticulare a ADN care este
unul dintre putinele medicamente utilizate in mod obisnuit in tratarea carcinomului
ovarian. Mecanismul de actiune al cisplatinei a fost asociat cu capacitatea de a se lega
la bazele de urina din cadrul ADN pentru a forma aducti ADN, prevenind repararea
acestuia. Cu toate acestea, medicamentul prezintd un anumit nivel de rezistents,
inclusiv repararea crescutéd a ADN deteriorat, reducerea acumularii medicamentului

intracelular si inactivarea citosolica a cisplatinei (Zhu et al., 2016).

Doxorubicina actioneazad asupra celulei canceroase prin doud mecanisme: (a)
intercalatia in ADN si intreruperea repararii ADN mediata de topoizomeraza Il si (b)
generarea de radicali liberi si deteriorarea membranelor celulare, ADN si proteinelor
(Gewirtz, 1999). Pe scurt, doxorubicina este oxidata in semiquinona, un metabolit
instabil, care este transformat inapoi in doxorubicina intr-un proces care elibereaza
specii reactive de oxigen. Speciile reactive de oxigen pot duce la lipidperoxidare si
deteriorarea membranelor, deteriorarea ADN, stresul oxidativ si declanseaza cai
apoptotice de moarte celulara (Doroshow, 1986). Alternativ, doxorubicina poate
patrunde in nucleu si altera topoizomeraza-Il, avand ca rezultat deteriorarea ADN si
moartea celulara (Tewey, Rowe, Yang, Halligan, & Liu, 1984).

Paclitaxelul (cunoscut si ca taxol) este un agent chimioterapeutic taxoid utilizat ca
terapie de prima linie si ulterioard pentru tratamentul carcinomului avansat al ovarului
si a altor tipuri de cancer, inclusiv cancer de san si pulmonar. Paclitaxelul este un agent
antimicrotubular care promoveaza asamblarea microtubulilor din dimerii tubulinei si
stabilizeaza microtubulii prin prevenirea depolimerizarii. Aceasta stabilitate are ca
rezultat inhibarea reorganizarii dinamice normale a retelei de microtubuli care este
esentiald pentru interfazele si functiile celulare mitotice (Cheung et al., 2009). in plus,
paclitaxelul induce matrici anormale sau ,pachete” de rnicrotubuli de-a lungul ciclului
celular si mai multi asteri ai microtubulilor in timpul mitozei. Acest lucru distruge
capacitatea celulei de a-si folosi citoscheletul intr-un mod flexibil. Mai precis,
7
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paclitaxelul se leaga de subunitatea B-tubulinei. Tubulina este ,blocul de constructie”
al mictotubulilor, iar legarea paclitaxelului blocheaza aceste blocuri de constructie.
Complexul de rnicrotubuli / paclitaxel nu are capacitatea de a dezasambla. Acest lucru
afecteaza negativ functia celulei, deoarece scurtarea si prelungirea microtubulilor
(denumita instabilitate dinamica) este necesara pentru functia lor ca o ,autostrada” de
transport pentru celula. Cromozomii, de exemplu, se bazeaza pe aceasta proprietate
a microtubulilor in timpul mitozei. Cercetarile ulterioare au indicat faptul ca paclitaxelul
induce moartea celulara programata (apoptoza) in celulele canceroase prin legarea la
proteina numita Bcl-2 (B Cell Lymphoma) care opreste apoptoza si astfel aresteaza
functia sa (Kovacs, Csaba, Pallinger, & Czaker, 2007).

A patra etapa a metodei conform inventiei cuprinde analiza nivelului citotoxicitatii
diferitilor compusi chimioterapeutici asupra celulelor tumorale izolate si cultivate asa
cum este descris mai sus, pentru identificarea tratamentului optim pentru pacienta care
are nevoie de acesta. Exista o diversitate de metode pentru analizarea citotoxicitatii
cunoscute in domeniu care cuprind, dar nu sunt limitate la: metoda MTT,
supravietuirea clonala, masurarea apoptozei, evaluarea curbelor de crestere sub
tratament, etc. Specialistul in domeniu va intelege ca pentru analizarea nivelului
citotoxicitatii in metoda conform inventiei poate fi utilizata oricare dintre aceste metode

si ca aceasta utilizare este in intinderea inventiei.

Intr-o form& de realizare conform inventiei pentru a testa nivelul citotoxicitatii unui
agent terapeutic poate fi utilizatda metoda MTT. Metoda colorimetricd MTT este bine
cunoscuta specialistilor in domeniu si se bazeaza pe reducerea compusului tetrazoliu
MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium bromura) de culoare galbena, la
cristale de formazan violet, de catre enzimele (succinat dehidrogenaze mitocondriale
— NAD(P)H dependente) celulelor active metabolic. Enzimele oxidoreductazei celulare
dependente de NAD (P) H pot, in conditii definite, sa reflecte numarul de celule viabile
prezente. Densitatea optica a formazanului solubilizat in dimetilsulfoxid (DMSO) este
evaluata spectrofotometric, obtinandu-se o functie absorbanta-concentratie colorant-
numar de celule active metabolic din cultura celulara analizata. Metoda este adaptabila
determinarii unui numar mare de probe utilizdnd microplaci cu 96 de godeuri si un

spectrofotometru TECAN.

intr-o alts forma de realizare conform inventiei pentru a testa nivelul citotoxicitatii unui
agent terapeutic pot fi utilizate metode alternative: testul LDH, testul rosu neutru etc.
8
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Testul estimarii activitatii lactat dehidrogenazei citoplasmatice (LDH) consta in
determinarea spectrofotometrica a activitatii exprimate de enzima eliberata in mediul
de cultura de catre celulele care au pierdut integritatea membranara. Metoda se
bazeaza pe reducerea NAD+ la NADH, H+ de catre LDH. NADH+, H+ converteste o
sare de tetrazoliu la un derivat colorat, solubil — formazan. Acest compus este
determinat spectrofotometric la lungimea de unda de 490 nm. O diminuare a viabilitatii
celulare este asociata cu liza membranei plasmatice, eliberarea LDH in mediul de
cultura si implicit cresterea valorii densitatii optice inregistrata la 490 nm. Testul Rosu
neutru (RN) utilizeaza un colorant vital, slab cationic, ce penetreaza usor prin
membranele celulare, prin difuzie si se acumuleaza intracelular in lisosomi, unde se
leaga la situsuri anionice din matricea lisosomala. Alterari in suprafata celulei sau a
membranei lisosomale conduc la fragilitatea lisosomala si la alte modificari care devin
gradat ireversibile. Astfel de modificari datorate actiunii unui agent strain au ca rezultat
o scadere in preluarea si legarea RN, astfel fiind posibilda determinarea viabilitatii
celulare. Testul clonogen sau testul formarii coloniilor este un test de supravietuire a
celulelor in vitro bazat pe capacitatea unei singure celule de a forma o colonie. Colonia
este definita ca fiind formata din cel putin 50 de celule. Testul analizeaza in esenta
fiecare celula din populatie pentru capacitatea sa de a suferi o diviziune ,nelimitata”.
Testul clonogen este o metoda pentru determinarea ratei de proliferare celulara dupa
tratamentul cu radiatii ionizante, dar poate fi utilizata si pentru determinarea eficacitatii
altor agenti citotoxici. Doar o fractiune din celulele insamantate isi pastreaza
capacitatea de a produce colonii. Tnainte sau dupd tratament, celulele sunt
insamantate in dilutii adecvate pentru a forma colonii in 1-3 saptamani. Coloniile sunt
fixate cu glutaraldehida (6,0% v / v), colorate cu cristal violet (0,5% g / v) si numarate
folosind un microscop.

A cincea etapa a metodei conform inventiei consta in utilizarea valorilor EC50 pentru
stabilirea tratamentului pacientei de la care a fost derivat materialul biologic.
Raspunsurile biologice la concentratiile de ligand (agent chimioterapeutic) urmeaza de
obicei o functie sigmoidala. Punctul de inflexiune la care cresterea raspunsului odata
cu cresterea concentratiei de ligand incepe sa incetineasca este reprezentat de EC50,
care poate fi determinat matematic prin derivarea liniei cu cea mai buna potrivite "best-
fit line”. Efectul E depinde atat de legarea medicamentului, cat si de receptorul legat

de medicament. Agonistul care se leaga de receptor si initiaza raspunsul este de obicei

f
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prescurtat A. La concentratii mici de agonist A raspunsul, E este nemasurabil de
scazut, dar la A mai mare, E devine masurabild. Efectul E creste cu A pana la A
suficient de mare, cand platourile E tind catre un raspuns maxim asimptotic realizabil,
Emax. A la care E este 50% din Emax este denumita concentratia efectiva maxima pe
jumatate si este abreviatd EC50 (Beck et al., 2004).Termenul ,potentd” se refera la
valoarea EC50. Cu cat EC50 este mai mica, cu atat este mai mica concentratia unui
medicament pentru a produce 50% din efectul maxim si cu atat este mai mare potenta.
Concentratiile EC25 si EC75 pentru a induce raspunsuri maxime de 25% si 75% sunt
definite in mod similar. Existd o gama larga de valori EC50 ale medicamentelor;
acestea sunt de obicei de la nM la mM. Prin urmare, este adesea mai practic sa ne
referim la valorile EC50 transformate logaritmic in loc de EC50, unde: formula pECso=
- log1o (ECso)

A sasea etapa conform inventiei consta in testarea nivelului de expresie a proteinelor
specifice procesului de apoptoza in urma tratamentului cu un agent terapeutic asupra
celulelor tumorale izolate si cultivate, pentru identificarea tratamentului optim pentru
pacienta care are nevoie de acesta. Existd o diversitate de metode pentru analiza
nivelului de expresie a proteinelor implicate in apoptoza, cunoscute in domeniu care
nu sunt limitate la metoda utilizata: tehnologia luminex xMAP. Analiza cantitativa poate
fi realizata folosind kituri de tip multiplex contindnd proteine implicate in apoptoza
(ProcartaPlex Multiplex Immunoassay) in conformitate cu instructiunile producétorului.
Principiul metodei cu Imunotestele ProcartaPlex permit analiza simultana a mai multor
proteine dintr-o singura proba dintr-o gama larga de probe biologice. Acestea combina
eficienta multiplexarii cu precizia, sensibilitatea, reproductibilitatea si simplitatea
metodei. Principiul metodei implica detergentii pe baza de acid bicinconinic (BCA)
pentru detectarea colorimetricd si cuantificarea proteinelor totale. Aceasta metoda
combina reducerea Cu 2+ la Cu 1+ de catre proteine intr-un mediu alcalin (reactia
biuret) cu detectarea colorimetrica extrem de sensibild si selectiva a cationului cupros
(Cu 1+) folosind un reactiv unic care contine acid bicinconinic. Exemple de proteine
implicate in apoptoza sunt. caspazele (CASP-2, -3, -6,-7,-8,-9), peptida amiloid-B
(Abeta), familia de proteine Bcl-2 care cuprinde atat proteine anti-apoptotice (Bcl-2,
Bcel-xl, s.a) cat si proteine pro-apoptotice (Bid, Bad, Puma, Bax, Bak s.a) , proteina
supresoare tumorala p53 si proteinele de soc termic (Hsp70, Hsp90,Hsp27).
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Proteina Bcl-2 (B Cell Lymphoma) este un membru anti-apoptotic al familiei Bcl-2.
Aceasta regleazi proliferarea si moartea celulara prin interactiuni inter si intra-familiale
(Verma et al., 2006). Bcl-2 are potentialul de a suprima moartea celulelor apoptotice
in conditii de stres variate prin modularea potentialului transmembranar mitocondrial.
Cu toate acestea, prevalenta activitatii celulare Bcl-2 activate constitutiv nu este
intotdeauna necesara in celule (Wong & Puthalakath, 2008).

Caspaza 3 este implicata in activarea cailor de semnalizare a caspazelor ce sunt
responsabile pentru executia procesului de apoptoza (Nicholson et al., 1995). Caspaza
3 este in mod frecvent o proteaza activata ce catalizeaza clivajul specific a mai multor
proteine celulare cheie. Activarea caspazelor in celule expuse la stres citotoxic este
de obicei considerata un proces ireversibil care duce la eliminarea celulelor gazda.

Proteina p53 este o proteina supresoare tumorala localizata in nucleul celulelor, unde
se leaga direct de molecula de ADN. Cand ADN dintr-o celula este deteriorat de agenti
chimici toxici aceasta proteina joaca un rol critic in a determina daca molecula de ADN
va fi reparata sau celula deteriorata va intra in procesul de apoptoza. Prin oprirea
procesului de diviziune a celulelor cu ADN mutant, p53 ajuta la prevenirea dezvoltarii
tumorilor. Tn cancerele umane, orice deranjament in functia proteinei in cauza este
direct corelatd cu blocarea acesteia in citoplasma, cu imposibilitatea de a fi

transportata in nucleu.

11
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VI. Exemple
Exemplul 1. Obtinerea culturii primare de celule derivate din ascita pacientei cu

cancer ovarian seros

Aspectele citologice maligne ale celulelor din ascitd au fost diagnosticate prin
examinare microscopica in laboratorul de Anatomie Patologica din cadrul Institutului
Clinic Fundeni. Astfel a fost observat un sediment celular bogat reprezentat de hematii,
frecvente elemente celulare inflamatorii si celule marite izolate si grupate, unele cu
aspect tridimensional, inegale, cu nuclei mariti, usor inegali, situati de multe ori
excentric, tahicromici, citoplasma bazofila cu vacuolizari. Culturile primare de celule
epiteliale canceroase au fost generate din 15 ml de ascitd proaspat insamantata in
raport de 1: 1 in mediu de cultura DMEM-Dulbecco Modified Eagle Medium-GlutaMax
(Gibco) continand 4.5g / L glucoza, suplimentat cu 20% FBS si 1% P/S in flask de
culturd cu o suprafatd de 75cm?, urmata de o incubare la 37 ° C intr-o atmosfera
umidificata cu 5% CO2 in aer. Dupa 3-4 zile, mediul a fost aspirat, celulele au fost
spalate cu solutie salina HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) pentru a indeparta
maijoritatea eritrocitelor aflate in suspensie si au fost adaugati 14 ml de mediu
proaspat. Mediul a fost inlocuit la fiecare 2 zile pana cand celulele au ajuns la
confluenta. Celulele au fost recoltate in pasaje timpurii (pana in pasajul 3) si
crioprezervate in mediu de congelare continand 10% DMSO, initial intr-un recipient
pentru congelare (Nalgene Mr. Frosty) pentru o rata lenta de racirede ~ 1 ° C/ min -
etapa esentiala care creste viabilitatea celulelor. Dupa 24 ore criotuburile cu celule au

fost transferate in azot lichid pentru aplicatii ulterioare.

Exemplul 2. Analiza dinamicii $i morfologiei celulelor primare derivate din
lichidul de ascita

La cateva ore dupa izolare, celulele derivate din ascita au dezvaluit o heterogenitate
larga, incluzand atat celule aderente cat si agregate celulare aflate in suspensie
denumite sferoizi. Dupa 24 de ore, prezenta sferoizilor in suspensie a fost inca
detectabila insa celulele aderente au devenit predominante, prezentand morfologia
caracteristica a celulelor epiteliale, asa cum se observa in (Figura 1. A, B). Monostratul
confluent de celule tumorale ilustreaza o morfologie de tip "cobblestone” (Figura 1. C,
D). Tiparul de analiza a proliferarii in vitro prezinta variatii, celulele tumorale epiteliale
derivate din ascita ajungand la confluenta in 6-10 zile, in functie de variabilitatea
biologica a fiecarei paciente.
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Exemplul 3. Analiza nivelului citotoxicititii doxorubicinei asupra celulelor

tumorale utilizand tehnica MTT

Celulele au fost insdmantate la o concentratie de 1x10% celule / godeu in 100 pl
mediu de cultura, in placi de cultura cu 96 de godeuri cu fund plat. Dupa 24 de ore
acestea au fost tratate cu doze cuprinse intre 40nM si 50pyM DOX timp de 48 de ore
la 37°C in atmosfera umidificata cu 5% CO2. Celulele au fost apoi incubate timp de 4
ore cu 0,5 mg / ml reactivde marcare MTT in atmosfera umidificata cu 5% COZ2. Dupa
aceasta perioada de incubare, cristalele de sare de formazan purpuriu formate au fost
solubilizate prin adaugarea a 90ul de DMSO si ulterior placile au fost incubate timp de
15 min la temperatura camerei pe agitator. Sarurile de formazan au fost cuantificate
spectrofotometric prin scaderea din absorbanta masurata la lungimea de unda de 570
nm a absorbantei citite la 620 nm, utilizadnd cititorul de placi Sunrise-Basic Tecan si
software-ul Magellan, V 6.5. Masuratorile obtinute pentru probele tratate au fost
normalizate la cele obtinute pentru probele martor, tratate doar cu DMSO. Formula de

calcul pentru aflarea % inhibarii cresterii a fost urmatoarea:

1 00-(Acelule tratate= Acelule netratate)/ (Acelule cu vehicul= Aceluie netratate)*1 00
A=Absorbanta 570nm

Rezultatele au aratat ca exista diferente de raspuns in urma tratamentului cu
doxorubicina la pacientele analizate. Astfel intervalul valorilor EC50 obtinut pe lotul de
paciente analizate este: 95,2-818,2nM. Datele obtinute sunt detaliate in tabelul de mai

jos.
Doxorubicina AS 083 AS 086 AS 088 AS 089 AS 090
LogEC50 1,979 2,856 2,63 2,913 2,678
HillSlope 0,8331 1,211 1,585 1,227 0,772
EC50 95,20 717,9 426,8 818,2 476,7
R squared 0,9123 0,9422 0,9679 0,9355 0,9662

Exemplul 4. Analiza nivelului citotoxicitatii cisplatinei asupra celulelor tumorale
utilizand tehnica MTT

Celulele au fost ins@mantate la o concentratie de 1x10* celule / godeu in 100
mediu de culturd, in placi de culturd cu 96 de godeuri cu fund plat. Dupa 24 de ore

acestea au fost tratate cu doze cuprinse intre 6.25uM si 800uM CPT timp de 48 de ore
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la 37°C in atmosferd umidificatéd cu 5% CO2. Procentul inhibarii cresterii celulare sub
tratamentul cu cisplatind a fost masurat si calculat asa cum este descris mai sus, in

Exemplul 3.

Rezultatele au aratat ca, la fel ca in cazul doxorubicinei, exista o variabilitate de
raspuns a pacientelor la cisplatina. Astfel intervalul valorilor EC50 obtinut pe lotul de
paciente analizate este: 23,84 -115,9 uM. Datele obtinute sunt detaliate in tabelul de

mai jos.

Cisplatina AS 083 AS 086 AS 088 AS 089 AS 090
LogECS0 1,493 2,064 1,805 2,02 1,377
HillSlope 2,642 2,832 5,321 4,78 2,479
EC50 31,15 115,9 63,76 104,7 23,84
R squared 0,9702 0,9069 0,9828 0,9575 0,9913

Exemplul 5. Analiza nivelului citotoxicitatii paclitaxelului asupra celulelor

tumorale utilizand tehnica MTT

Celulele au fost insdmantate la o concentratie de 1x10* celule / godeu in 100
mediu de culturd, in placi de culturd cu 96 de godeuri cu fund plat. Dupa 24 de ore
acestea au fost tratate cu, concentratii cuprinse intre 1.56 nM si 800 nM PTX timp de
48 de ore la 37°C in atmosfera umidificatd cu 5% CO2. Procentul inhibarii cresterii
celulare sub tratamentul cu paclitaxel a fost masurat si calculat asa cum este descris

mai sus, in Exemplul 3.

In aceste experimente, nu a fost obtinutd o inhibare a viabilitatii/proliferarii cu
mai mult de 50% in urma tratamentului cu oricare dintre dozele de paclitaxel aplicate,
si astfel nu a putut fi calculata valoarea EC50. Aceasta sugereaza o eficientad redusa
a agentului chimioterapeutic la dozele aplicate asupra celulelor tumorale de la cele 5
paciente analizate aici. Datele obtinute sunt detaliate in tabelul de mai jos.

Paclitaxel AS 083 AS 086 AS 088 AS 089 AS 090
LogECS0 3,408 3,666 3,619 4,511 21,66
HillSlope 0,3001 0,2414 0,2034 0,1928 0,03425
EC50 2559 4631 4163 32397 4.53E+21
R squared 0,8666 0,9004 0,6015 0,7736 0,04489
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Exemplul 6. Analiza cantitativa a proteinelor implicate in apoptoza Caspaza 3,
p53, Bcl-2

Celulele au fost insdmantate la o concentratie de 1x10%/godeu in 1mL mediu de
culturd, in placi de cultura cu 12 godeuri. Dupa 24 de ore acestea au fost tratate cu
doud doze de medicament, respectiv EC25 si EC50, asa cum au fost obtinute in
exemplele de mai sus, si incubate timp de 24 de ore la 37°C in atmosfera umidificata
cu 5% CO2. Celulele au fost colectate, lizate cu tamponul Milliplex Map Lysis Buffer
1x (Merck) suplimentat cu inhibitori de proteaze si ulterior au fost izolate proteinele
totale. Determinarea concetratiei proteice a fost realizata prin metoda Bradford cu kitul
Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific). Absorbanta a fost citita la o
lungime de unda de 570nm cu sistemul Tecan Sunrise. Analiza cantitativa a proteinelor
implicate in apoptoza a fost realizata folosind kitul multiplex contindnd proteine
implicate in apoptoza (ProcartaPlex Multiplex Immunoassay, Thermofisher Scientific)
in conformitate cu instructiunile producatorului. Pe scurt, peste microsfere magnetice
acoperite cu anticorp pentru biomarkerului selectat au fost adaugati 25 pl de solutie
standard sau lizat celular si apoi probele au fost incubate pe agitator la 500 rmp timp
de 2 ore la temperatura camerei, la intuneric. Dupa un ciclu de spalare, s-a adaugat
anticorpul de detectare si probele au fost incubate suplimentar timp de 30 de minute
la temperatura camerei pe agitator la 500 rmp, la intuneric. Apoi s-a efectuat un al
doilea ciclu de spalare, dupa care s-a adaugat streptavidina-ficoeritrind (SA-PE,
colorantul raportor), urmate de incubarea timp de 5 minute la temperatura camerei si
realizarea unui al treilea ciclu de spalare. Dupa indepartarea excesului de conjugat,
amestecul de microsfere magnetice a fost analizat folosind sistemul de detectare
Luminex. Toate probele au fost masurate in duplicat. Datele au fost initial masurate ca
intensitate medie a fluorescentei (MIF) si a fost calculat apoi raportul florescentei la
microsfere magnetice standard. O serie de calibratori au fost analizati, iar curbele si

concentratiile standard au fost calculate utilizand software-ul Bioplex Manager.

Reprezentarea grafica individuala a expresiei proteinelor implicate in procesul de
apoptoza (BCL-2, p53, CASP-3) in urma tratamentelor cu CPT si DOX, indica aceeasi
tendinta a raspunsului pentru cele 3 paciente analizate (Figura 6. A-F).

Rezultatele obtinute pe media raspunsului celulelor de la pacientele analizate arata ca
exista diferente semnificative de exprimare a proteinelor apoptotice CASP-3 si p53
intre celulele netratate (CONTROL) si celulele tratate cu dozele EC25 si respectiv
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EC50 de CPT si DOX (Figura 7. A-F). Astfel, pentru celulele tratate cu CPT se observa
ca nivelul de expresie al CASP-3 este semnificativ crescut pentru dozele EC25
(p=0.0058) si EC50 (p=0.0186) in urma comparatiilor statistice cu probele netratate
(control) (Figura 7. B). Nivelul de expresie al p53 este semnificativ crescut pentru EC25
(p=0.0495) comparativ cu controlul (Figura 7.C). Celulele tratate cu DOX prezinta un
nivel de expresie al proteinelor CASP-3 si p53 semnificativ crescut pentru doza EC50
(p=0.0036, respectiv p=0.0039) comparativ cu celulele netratate (control) (Figura 7.
E,F). Datele arata ca nu exista diferente semnificative statistic ale nivelului de expresie
BCL-2 intre control si dozele de CPT si DOX aplicate (Figura 7. A,D). in concluzie,
rezultatele indica faptul ca tratamentele cu DOX si CPT induc cresterea nivelului de
expresie a proteinelor apoptotice CASP-3 si p53, conducand la activarea proceselor
de moarte celulara programata.
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VIII. Avantaje rezultate din aplicarea inventiei

Aplicarea inventiei ofera avantaje multiple, atat in domeniul medicinei personalizate,

cat si specifice procedeului in discutie.

Implementarea unui protocol de lucru in aceasta directie permite reproductibilitatea
procedurii. Aceasta constituie fara indoiala o etapa esentiala in integrarea testelor de
chemosenzitivitate in managementul terapeutic al pacientei cu cancer de ovar
selectata pentru HIPEC (Figura 8.).

Mai mult decét atat inventia poate avea un impact semnificativ in decizia chirurgicala
deoarece lichidul de ascita poate fi recoltat anterior operatiei chirurgicale prin
procedura de paracenteza, iar rezultatele metodei sunt obtinute caracteristic in mai

putin de doua saptamani de la obtinerea probei biologice.
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Nr. | Abreviere | Semnificatie

crt.

1. | HIPEC chimioterapie hipertermica intraabdominala

2. | ATP-TCA | metoda de chemosensibilitate care evalueaza viabilitatea
celulelor tumorale prin masurarea nivelurilor de adenozin
trifosfat intracelular

3. |EC50 valorea concentratiei eficiente la jumatate din maxim

4. | BCL-2 proteina B Cell Lymphoma

5. | pb3 proteina p53

6. | CASP-3 caspaza 3

7. |CPT cisplatina

8. | DOX doxorubicina

9. |EC25 valorea concentratiei eficiente la 25% din maxim

10. | SEM eroarea standard a mediei

11. | AS ascita

12. | DMEM mediu de cultud modificat (Dulbecco Modified Eagle Medium)

13. | FBS ser fetal bovin (Fetal Bovine Serum)

14. | P/S penicilina-streptomicina

15. | PTX paclitaxel sau taxol

16. | ADN acid dezoxiribonucleic

17. | MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium bromura)

18. | DMSO dimetilsulfoxid

19. | LDH lactat dehidrogenaza

20. | NAD nicotinamid adenin dinucleotid

21. | RN rosu neutru

22. |E efect

23. | A agonist

24, | nM nanomoli

25. | mM milimoli

26. | BCA acid bicinconinic

27. | Cu cupru
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28. | Abeta peptida amiloid-B

29 | Bel-xl proteina B-cell ymphoma-extra large

30. | Bid proteina BH3 interacting-domain death agonist
31. | Bad proteina BCL2 associated agonist of cell death
32. | Puma proteina p53 upregulated modulator of apoptosis
33. | Bax proteina Bcl-2-associated X

34. | Bak proteina Bcl-2 homologous antagonist/killer
35. | HSP proteina de soc termic

36. | HBSS solutie salind Hank's Balanced Salt Solution
37. | SA-PE streptavidina-ficoeritrina

38. | MIF intensitate medie a fluorescentei
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VII. Revendicari

1.

Metoda de chemosenzitivitate pentru prognosticul in vitro al raspunsului

personalizat la terapie a unei paciente cu carcinom ovarian seros selecata pentru

chimioterapie hipertermica intraperitoneala (HIPEC) si chimioterapie sistemica,

care cuprinde urmatoarele etape

Obtinerea probei de lichid de ascita de la pacienta

Cultivarea in conditii care sa permité cresterea si proliferarea celulelor
derivate din ascita.

Punerea in contact a celulelor cu mai multe doze dintr-un interval de
concentratii ale unor compusi chimioterapeutici pentru o perioada de timp
de la 24 la 72 ore

Masurarea citotoxicitatii induse de tratamente si calcularea valorii
concentratiei eficiente la jumatate din maxim (ECso) pentru agentii
terapeutici utilizati.

Determinarea gradului de apoptoza indusa de tratamente.

Utilizarea informatiilor obtinute pentru stabilirea tratamentului subiectului de

la care a fost derivat materialul biologic

2. Metoda conform revendicarii 1 in care compusii chimioterapeutici utilizati sunt

selectati dintre paclitaxel, doxorubicina si cisplatina.

Metoda conform revendicarii 1 in care metoda de determinare a nivelului

citotoxicitatii este selectata dintre metoda MTT, supravietuirea clonala, masurarea

apoptozei si evaluarea curbelor de crestere sub tratament.
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IX. Figuri

Figura 1. Schema de cuiltivare in conditii care sa permitad cresterea si

proliferarea celulelor tumorale derivate din ascita.
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Figura 2. Morfologia celulelor epiteliale tumorale obtinute din ascita
pacientei cu carcinoma ovarian seros

A. Clustere "grape-like” din care celulele B. Clustere "grape-like” din care celulele

epiteliale tumorale migreaza dupa 24 ore epiteliale tumorale migreaza dupa 48 ore
de la cultivare de la cultivare

D. Monostrat confluent de celule epiteliale
la 24 ore dupa prima propagare tumorale la 72 ore dupa prima propagare,
ilustrand morfologia tipicd de tip
"cobblestone”

19



Inhibarea cresteril (%)

RO 135596 A0

Figura 3. Valorile EC50 obtinute in urma tratamentelor cu doxorubicina
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Figura 4. Valorile EC50 obtinute in urma tratamentelor cu cisplatina
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Figura 6. Reprezentarea graficA a expresiei proteinelor (BCL-2, p53, CASP-3)

implicatein procesul de apoptoza in urma tratamentelor cu CPT si DOX (A-F)
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Figura 7. Compararea nivelului de expresie a proteinelor (BCL-2, p53, CASP-3) implicate
in procesul de apoptoza intre CONTROL (celule netratate) si dozele EC50 si EC25 pentru
CPT si DOX. Linia indica eroarea standard a mediei (zSEM); valorile statistice au fost

calculate cu testul Student t test , unpaired, astfel * p<0,05, ** p<0.005). (A- F)
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Figura 8. Reprezentarea unui

model
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conceptual de integrare a testelor de

chemosenzitivitate in managementul terapeutic a pacientei cu cancer de ovar selectata

pentru HIPEC.
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