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PARTE GENERALA

Radiorezistenta reprezinti o cauzi importanti de esec terapeutic in cancerul de rect. n
ciuda cercetarilor stiintifice din ultimele decade, mecanismele moleculare care determina
radiorezistenta si implicit recidiva tumorala raman incomplet elucidate Din aceste motive, se
ridicd mai multe intrebari. Care sunt mecanismele ce determind radiorezistenta n cancerul de
rect? Exista posibilitatea identificarii unor biomarkeri asociati rdspunsului sau rezistentei la

radioterapie?

Prima parte a tezei de doctorat, structuratd in sase capitole, reprezintd o scurtd trecere

n revista a literaturii de specialitate referitor la subiectul cercetarii propus mai sus.

Astfel, in primul capitol “Epidemiologia cancerului de rect” sunt prezentate aspecte
epidemiologice despre cancerul de rect. La nivel mondial, in anul 2012, conform datelor
oferite de GLOBOCAN, cancerul colorectal este al treilea cancer ca frecventa la barbati
(746,000 cazuri, 10.0% din totalul cazurilor) si al doilea cel mai frecvent cancer la femei
(614,000 cazuri, 9.2% din totalul cazurilor). Aproximativ 55% dintre pacientii diagnosticati
cu cancer colorectal provin din tari industrializate. Cancerul de rect este caracterizat in
Uniunea Europeand de urmatorii parametrii: incidenta de aproximativ 1/3 (35%) din totalul
cancerelor colorectale (125000 cazuri/an, 15-25 cazuri/100000 locuitori pe an), 4-10
decese/100000 locuitori pe an si varsta mediand la diagnostic de aproape 70 de ani. In
Romania, conform datelor din anul 2012, cancerul colorectal este al doilea cancer ca
frecventd atat la barbati cu un numar de 5760 cazuri noi/an dupa cel pulmonar, cat si la femei
dupa cel de san cu un numar de 4500 cazuri noi/an. Tn 2012, in Romania cancerul colorectal
este a doua cauza neoplazica de deces la ambele sexe, inregistrandu-se un numar de 3230

decese in randul barbatilor, respectiv 2450 pentru femei.

In al doilea capitol “Radioterapia externd in cancerul de rect” sunt prezentate
indicatiile si obiectivele tratamentului oncologic pentru cancerul de rect stadiile II si III,
precum si etapele parcurse in practica curenta in vederea stabilirii planului de tratament pentru
radioterapia externd: simulare, conturare, plan de tratament 3D conformational si IMRT,

tratament.

“Radioterapia adjuvanta versus radioterapia neoadjuvanta in cancerul de rect”

vizeaza secventa terapeutica indicatd in cancerul de rect stadiile II si II1.



In cadrul capitolului patru “Radiorezistenta in cancerul de rect” sunt evidentiate
aspecte referitoare la markerii predictivi pentru rezistenta la radioterapie: markeri ce intervin
n repararea leziunilor ADN, markeri ai ciclului celular si apoptozei, celulele stem tumorale,

hipoxia si biomarkeri asociati proliferarii celulare.

Studii din literatura de specialitate ce demonstreaza legatura dintre inflamatie si
cancerul colorectal sunt prezentate in cadrul capitolului 5 intitulat “Raspunsul inflamator la

actiunea radioterapiei”. De asemenea sunt evidentiati mediatorii raspunsului inflamator la
actiunea radioterapiei in cancerul de rect: TNF, TGF-B, IFN-y, VEGF, IL-6, IL-9, IL-10, NF-
kB, calea JAK-STAT.

Ultimul capitol din cadrul partii generale “Rolul metabolismului oxidativ in cancerul
de rect” face o scurta incursiune in ceea ce priveste formarea radicalilor liberi de azot si de
oxigen in cancerul de rect (surse endogene si exogene), tipuri de antioxidanti si rolul acestora,

actiunea stresului oxidativ asupra lipidelor, proteinelor si ADN-ului celular.

PARTE SPECIALA

OBIECTIVELE STUDIULUI

Obiectivul principal al studiului de fata este acela de a valida interleukinele si radicalii

liberi de azot si de oxigen ca factori predictivi la rdspunsul terapeutic in cancerele de rect.

Unul dintre obiectivele secundare este reprezentat de validarea interleukinelor si a
parametrilor de stres oxidativ ca factor de prognostic pentru evolutia tumorilor rectale prin
stabilirea unei corelatii intre expresia acestor parametrii cu stadiul bolii, respectiv momentul

efectudrii radioterapiei (adjuvant sau neoadjuvant).

Un alt obiectiv secundar este evaluarea expresiei genice la tumorile de rect neiradiate

versus cele iradiate.
Tn vederea atingerii obiectivelor propuse, s-au efectuat urmatoarele determindri:

e Determinarea nivelului seric al interleukinelor (IL-6, IL-9, IL-10) si a IFN-y
e Determinarea in ser a parametrilor de stres oxidativ (malondialdehida, ceruloplasmina,

tiolii albuminici) si a capacitatii antioxidante totale;



e Secventiere la aparatul Ion Torrent Personal Genome Machine pentru ARN (RNA-

seq) din probe tumorale de rect neiradiate si iradiate.

MATERIALE SI METODE
In vederea realizarii studiului de fata a fost inrolat un numar de 46 de pacienti tratati in
perioada Septembrie 2013 — Martie 2017 in cadrul Institutului Oncologic “Prof. Dr.

Alexandru Trestioreanu” Bucuresti, respectiv Spitalului “Oncofort”.

Criteriile de includere in studiu sunt reprezentate de:

e Diagnostic: confirmare histopatologica de adenocarcinom rectal
e Stadiul bolii (TNM): Il — I

e Indicatie terapeutica de radioterapie externa +/- chimioterapie

e Varsta: > 18 ani

e Status de performanta: ECOG < 2

e Consimtamant informat semnat de cétre pacient

Criteriile de excludere din studiu cuprind:

e Status de performanta: ECOG > 2

e Istoric personal de iradiere la nivelul regiunii pelvine pentru o alta neoplazie

e Analize de laborator ce contraindicd tratamentul oncologic

e Femei aflate la varsta fertila care refuza utilizarea metodelor de contraceptie

e Femei aflate n perioada de lauzie

e Femei care prezinta test de sarcina pozitiv

e Interventii chirurgicale majore efectuate cu mai putin de 3 sdptdmani anterior

inrolarii in studiu

Cei 46 de pacienti Inrolati in studiu au fost impartiti in doud loturi in functie de
secventa terapeutica, astfel: 20 de pacienti au efectuat tratament oncologic postoperator (lot
martor), respectiv 26 de pacienti au fost tratati preoperator. Datorita tumorii avansate loco-
regional (T3-T4) sau suspiciunii invaziei ganglionilor loco-regionali, tuturor pacietilor li s-a

recomandat radio-chimioterapie conform ghidurilor de tratament. La sfarsitul tratamentului



preoperator, pacientii au fost reevaluati clinic si paraclinic in vederea aprecierii oportunitatii

interventiei chirurgicale.

Plan de tratament pentru radioterapie externa

In vederea realizarii planului de tratament pentru pacientii inrolati in studiu, au fost

parcurse mai multe etape: simulare, conturare, plan de tratament (3D sau IMRT), tratament.

Maisurarea nivelului seric al interleukinelor si al radicalilor liberi de azot si de

oxigen

Datoritd faptului cd au o duratd scurtd de viata si se gisesc in concentratii scazute,
pentru determinarea radicalilor liberi de azot si de oxigen se folosesc metode indirecte,
dozandu-se produsii rezultati din degradarea structurilor asupra carora acestia actioncaza
(malondialdehida si tiolii albuminici) si activitatea cupru-oxidazicd a ceruloplasminei; in
studiul de fata se testeaza si nivelul antioxidantilor totali.

In vederea determinarii nivelului seric al parametrilor de stres oxidativ, respectiv cel al
interleukinelor, tuturor pacientilor inrolati in studiu li s-au recoltat cate 2 probe biologice in
dinamica radioterapiei, fiecare proba constand in 5 ml sange venos recoltat pe vacutainer fara
anticoagulant, astfel: Tnainte de prima sedinta de radioterapie si dupa finalizarea ultimei
sedinte. Dupa recoltare, probele au fost centrifugate (1500 g) timp de 2-5 minute, iar serul

rezultat a fost pastrat pani la efectuarea determindrilor la o temperatura de -20°C.

Determinarea nivelului seric al interleukinelor si al IFN-y

Masurarea nivelului seric al 1L-6, 1L-9, IL-10 si IFN-y s-a realizat prin tehnica ELISA,

urmand pasii din protocolul producatorului kiturilor.

Determinarea parametrilor biochimici de stres oxidativ

e Determinarea malondialdehidei (MDA)
MDA este un produs final al procesului de peroxidare lipidica, rezultat n urma descompunerii
produsilor primari sau secundari. In studiul efectuat, masurarea MDA din ser s-a realizat prin

metoda Carbonneau.



e Determinarea ceruloplasminei
Pentru masurarea activitatii cupru-oxidazice a ceruloplasminei, in studiul de fata s-a

folosit metoda Ravin prin reactia in tampon acid acetic — acetat cu p-fenilen diamina.

e Determinarea gruparilor tiol albuminice (SH)

Masurarea nivelului seric al gruparilor SH s-a realizat prin metoda Albini.

e Determinarea antioxidantilor totali (AO)
Evaluarea antioxidantilor totali s-a realizat printr-o metoda ce are la baza capacitatea

serului de a reduce fierul.

Metodologie secventiere

Tehnologia lon Torrent (PGM™ - Personal Genome Machine)

Tehnologia lon Torrent PGM are la bazd secventierea prin sinteza si detecteaza
protonul ce este eliberat in timpul incorporarii nucleotidelor. Astfel, chip-ul lon Torrent are
rolul unui pH-metru ce are capacitatea de a decela modificarile subtile de pH, acestea putand
rezulta din formarea unei legaturi fosfodiesterice in timpul procesului de elongare al catenei

de secventiere.

Metoda de lucru implica:
e efectuarea de biblioteci de ADN din ARN extras si cuantificat
e amplificare prin metoda PCR in emulsie
e incarcare pe chip a bibliotecii ADN

e centrifugare



REZULTATE

Esantionul pacientilor tratati preoperator cu radio-chimioterapie sau radioterapie
(n=26)
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Figura 13. Valorile medianelor IL-6, IL-9, IL-10 si IFN-y la prima si ultima evaluare

Tn cazul IL-6, IL-10 si IFN-y, diferentele dintre valorile mediane la prima si ultima
evaluare sunt semnificative din punct de vedere statistic la un prag de semnificatiec p<0.001.

Nu s-a efectuat un test statistic pentru IL-9 deoarece numarul de observatii este redus (n<5).
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Figura 14a. Valorile medianelor parametrilor de stres oxidativ la prima si ultima evaluare
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Figura 14b. Valorile medianelor parametrilor de stres oxidativ la prima si ultima evaluare

S-a observat o diferentd semnificativa din punct de vedere statistic, acceptatd cu un
risc p<0.01, intre valorile mediane ale tuturor indicatorilor de stres oxidativ de la prima

evaluare comparativ cu ultima evaluare.



Raspuns la . Parametru analizat
Indicator

tratament IL-6 IL-10 | IL-9 | IFN-y MDA Cerul SH AO
Rispuns Mean 16.52 | 68.06 39.99 9.66 132.30 493.86 | 1.33
Rezistenta Mean 58.73{ 37.63 13.18 15.37 153.18 576.84 | 1.14
Rispuns Median 16.36 | 51.13 32.67 8.66 134.44 483.00 | 1.34
Rezistenta Median 40.25; 36.23 9.62 15.75 154.47 589.00 | 1.17
Tabel 11l1. Analiza impactului interleukinelor si al parametrilor de stres oxidativ asupra

raspunsului la tratament

Valorile mediilor respectiv medianelor de la ultima evaluare a IL-6 si a indicatorilor
de stres oxidativ (MDA, ceruloplasmina si AO) prezintd diferente semnificative la un prag
maxim p<0.05 intre pacientii cu raspuns la tratament in raport cu cei care au rezistenta. La
polul opus indicatorii SH, IFN-y si IL-10 nu au parametrii semnificativ diferiti statistic la un

prag rezonabil.

Esantionul pacientilor tratati postoperator cu radio-chimioterapie / radioterapie (n=20)
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Figura 18. Valorile medianelor IL-6, IL-9, IL-10 si IFN-y la prima si ultima evaluare



In cazul IL-6 si IL-10 diferentele dintre valorile mediane de la prima si ultima
evaluare sunt semnificative din punct de vedere statistic la un prag de semnificatie p<0.001,
iar in cazul IFN-y diferentele sunt semnificative la un risc p<0.02. Nu s-a efectuat un test

statistic pentru IL-9 deoarece numarul de observatii este redus (n<4).
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Figura 19a. Valorile medianelor parametrilor de stres oxidativ la prima si ultima evaluare
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Figura 19b. Valorile medianelor parametrilor de stress-oxidativ la prima si ultima evaluare



In cazul pacientilor din lotul martor, in urma comparirii medianelor valorilor parametrilor
de stres oxidativ, nu se observa diferente majore intre cele douda momente - inainte de
tratament respectiv dupa tratament. Astfel, valoarea mediana a MDA, a ceruloplasminei si a
tiolilor albuminici nu difera semnificativ intre cele doua momente la un prag acceptabil
p<0.05, toate riscurile obtinute in urma aplicarii testului Wilcoxon. O exceptie de la regula

este Intalnita la limita in cazul AO, unde diferenta este semnificativa la un risc de genul I,

p=0.049.

Tip Medie Mediana

indicator ! Raspuns | Rezistentd | Raspuns | Rezistenta
IL-6 18.67 40.28 16.30 42.85*
IL-10 34.66 12.92 31.57 14.64*
IFN-y 26.77 21.20 29.36 9.00

MDA 5.92 9.27 5.33 8.96*

Cerulopl i 125.36 119.31 126.54 121.85

SH 455.31 448.75 454.00 444.50
AO 151 1.55 1.59 1.61

Tabel V. Parametrii de stare pentru interleukine si indicatorii de stres oxidativ in functie

de raspunsul la tratament

Valorile mediilor respectiv medianelor de la ultima evaluare a interleukinelor si
indicatorilor de stres oxidativ prezintd diferente semnificative statistic la praguri inferioare
valorii p<0.05 pentru pacientii cu raspuns la tratament in raport cu cei care au rezistenta

numai in cazul IL-6, IL-10 si MDA.

Factor

Indicator IL- I- | IFN-
Tip Raspuns | statistic | IL-6 | 10 | L9 Y MDA | Cerul SH | AO
Rezistenta Medie 55,52 3392 | - |30.79 | 14.31 | 147.29 | 554.57 | 1.21
Raéspuns Medie 1451
(partial sau 18.02 | 4483 | - 7.06 | 127.47 | 467.04 | 1.46
total)
Raspuns Mediana 9.30
(partial sau 16.36 | 32.63 | - 6.51 | 128.65 | 476.00 | 1.38
total)
Rezistentd Mediana | 40.25 | 30.27 | - |30.01| 15.08 | 152.77 | 549.00 | 1.21

*|L-9, date insuficiente
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Tabel VI. Analiza pe esantionul total de pacienti (n=46) a impactului parametrilor de stres

oxidativ si al citokinelor asupra raspunsului la tratament

Tn urma aplicarii testelor neparametrice specifice, Wilcoxon si Kruskal Wallis, rezulta
diferente semnificative la un prag in general inferior valorii 0.01 pentru parametrii IL-6, IFN-
Y, MDA, Ceruloplamina, SH si AO. In cazul IL-10 diferenta nu este semnificativa statistic la
un prag acceptabil, iar pentru IL-9 nu au fost suficiente observatii pentru a testa semnificatiile.
Se poate afirma ca parametrii de stres oxidativ sunt indicatori semnificativi pentru raspunsul

la tratament.

Figura 23. Citirile continutului genic al ampliconilor la secventiatorul “Ion Torrent PGM”
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Figura 23. Citirile continutului genic al ampliconilor la secventiatorul “Ion Torrent PGM”
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Figura 24. Distributia citirilor genice la secventiatorul “Ion Torrent PGM”

CONCLUZII

Tn cancerul de rect, efectul terapeutic al radioterapiei poate varia semnificativ, in ciuda
tratamentului multimodal si a tehnicilor de iradiere utilizate. Astfel, este necesara identificarea
atat a tintelor moleculare, cat si a mecanismelor ce determind radiorezistentd, in scopul de a
imbunatati raspunsul la terapie.

Atat radioterapia cat si chimioterapia isi exercita efectul citotoxic prin producerea de

radicali liberi, in special de azot si de oxigen, si implicit diminuarea capacitatii antioxidante.

Se poate afirma ca celula tumorala este supusa unui stres oxidativ intens, ireversibil si
cd nu se poate preciza cu exactitate dacd acest stres oxidativ reprezintd o cauza sau o

consecinta a carcinogenezei.

In conditii de stres oxidativ, cand existd un dezechilibru intre oxidanti si antioxidanti,
radicalii liberi determina proliferare celulara necontrolata, inflamatie si apoptoza.
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Actul chirurgical este inductor de stres oxidativ, a carui intensitate depinde de tipul

interventiei chirurgicale (clasica sau laparoscopica).

Rezultatele studiului efectuat au evidentiat ca raspunsul la tratamentul cu radioterapie
sau radio-chimioterapie efectuat atat preoperator, cat si postoperator, s-a corelat pozitiv cu
valorile MDA, semnificative statistic (p<0.05), demonstrand valoarea de marker predictiv a
acestui parametru. De asemenea, s-a aratat ca tumorile rectale se asociaza cu un nivel seric

ridicat al MDA, acest parametru putand fi validat si ca factor de prognostic.

Activitatea cupru-oxidazica a ceruloplasminei dupa terminarea radioterapiei prezintd 0
valoare mediana crescuta fata de cea de la initierea acesteia, corelandu-se cu radiorezistenta.
Ceruloplasmina poate fi considerata marker predictiv pentru raspunsul la radioterapie in
cancerele rectale (p<0.05 pentru lotul pacientilor radiotratati preoperator, respectiv p<0.01
pentru intreg lotul de pacienti) si marker de prognostic doar in cazul lotului pacientilor

radiotratati preoperator (p<0.05).

In ceea ce priveste grupdrile tiol albuminice, acestea pot fi considerate marker
predictiv doar in cazul analizei pe intregul lot de pacienti (p<0.01) si factor de prognostic

pentru esantionul pacientilor iradiati preoperator (p<0.001).

Nivele serice ridicate ale IL-6 se asociaza cu incarcatura tumorala crescuta (poate fi
marker de pronostic — p<0.001) si rezistenta la radioterapie. IL-6 induce formarea de radicali
liberi de azot si de oxigen. Valorile IL-6 s-au corelat pozitiv si cu semnificatie statistica cu
raspunsul la radioterapie (p<0.05), motiv pentru care propunem validarea acesteia ca factor

predictiv.

Pacientii diagnosticati cu cancer de rect prezintd nivele serice ale IL-9 scazute
comparativ cu indivizii sanatosi. In studiul de fata nu s-au efectuat teste statistice pentru 1L-9

din cauza numarului redus de observatii.

IL-10 nu este validata ca marker predictiv in urma studiului realizat, ci doar ca marker

de prognostic pentru ambele loturi de pacienti (p<0.001).

IFN-y in concentratii serice crescute are rol protector in cancerul de rect, acesta
demonstrand valoarea de marker de prognostic Tn cazul pacientilor radiotratati preoperator —

p<0.001, respectiv postoperator — p<0.02.

Dacd 1nainte de initierea radioterapiei s-a inregistrat cresterea capacitatii antioxidante

totale datoritd actiunii sistemelor endogene de protectie, in timp acestea sunt distruse de
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stresul oxidativ instalat. Antioxidantii totali prezintd valoare de marker predictiv pentru
raspunsul la iradiere la analiza pe esantionul total de pacienti (p<0.01) si in cazul lotului

radiotratat preoperator (p<0.05).

Referitor la rezultatele obtinute in urma secventierii prin metoda lon Torrent, datele
din Torrent Server subliniaza faptul ca tumora iradiata prezinta o reducere drastica a prezentei
secventelor reads amplificabile cu primerii complementari, fiind sesizabile doar céteva astfel
de secvente sau niciuna. Rezultatul obtinut sugereaza in primul rdnd o alterare majora a
lantului ARN in urma actiunii radiatiei ionizante, fara posibilitatea citirii de secvente de
perechi de baze. Astfel, materialul tumoral iradiat nu poate fi accesibil testelor genetice, iar in
cazul in care se obtin unele rezultate, acestea sunt dificil de interpretat.

Datorita obtinerii unor rezultate Incurajatoare si a faptului ca in literatura de
specialitate nu sunt date referitoare la urmarirea raspunsului inflamator si metabolismului
oxidativ in dinamica radioterapiei pentru cancerul de rect, ne propunem continuarea

studiului pe un lot mai mare de pacienti.
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