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Introducere

Glioblastomul sau astrocitomul de grad IV este cea mai frecventa si agresiva forma de cancer
cerebral primar la adulti, cu o supravietuire mediana fara tratament de numai 3 luni.[1]

In ciuda interventiei terapeutice agresive, rata de recurenta rimane ridicati cu o supravietuire
mediand de 15 luni. [2,3] Prin urmare, prognosticul pacientilor cu glioblastom este in continuare
prost, chiar si cu utilizarea celor mai bune optiuni de tratament disponibile astazi. [4]

Din cauza frecventei si severitatii lor, glioblastoamele reprezinta o problema terapeutica
majora pentru neurochirurgi, oncologi si radioterapeuti.

Motivatia alegerii acestei teme de cercetare provine din lipsa datelor cu privire la relatia
dintre caracteristicile clinice, moleculare ale glioblastomului si evolutia si prognosticul acestei boli
n Romania.

Mai mult decat atat, inclusiv la nivel global, existd incd multe necunoscute. Eforturile
sustinute in dezvoltarea de noi tehnici chirurgicale, tehnici de iradiere, descoperirea de noi terapii
moleculare tintite, precum si progresele in imunoterapie nu au avut rezultatele asteptate n ceea ce
priveste imbundtatirea evolutiei clinice. Astfel, glioblastomul rdméane in continuare o provocare
atat pentru echipele multidisciplinare care ingrijesc pacientii, cat si pentru echipele de cercetare,
care cautd in permanentd noi solutii in abordarea acestei boli. Suntem incd departe de a avea o

strategie terapeutica care sa creasca supravietuirea si calitatea vietii pentru acesti pacienti. [5-7]

|. PARTEA GENERALA

Prima parte a tezei de doctorat este structurata in cinci capitole in cadrul carora se face o
trecere n revista a literaturii de specialitate dedicate temei studiate.
1 . Date epidemiologice si factori de risc in glioblastom
Primul capitol prezinta ultimele date epidemiologice si principalii factori de risc endogeni si
exogeni. Conform celui mai recent raport ce prezinta datele pentru anii de diagnostic din perioada
2012-2016 si publicat in 2019, glioblastomul multiform (GBM) este a treia cea mai frecventa
forma histopatologica raportatad (14.6) dupa meningiom (37.6%) si tumorile hipofizare (16.8).



GBM este cea mai frecventa tumora maligna primara, deoarece reprezintd 48.3% dintre
acestea si 57.3% dintre toate glioamele.[8]

Desi este cea mai frecventa forma de neoplasm cerebral la adult , incidenta in Europa si
America de Nord este de 2-3 cazuri recent diagnosticate la 100 000 locuitori /an.[9]

Este mai frecvent la adultii in varsta si mai putin frecvent la copii, deoarece aceasta tumora
reprezintd doar 3 % din totalul tumorilor cerebrale din grupul de populatie 0-19 ani. Incidenta
glioblastomului creste odata cu varsta, prezentand un varf cuprins intre 75 si 84 ani ( rata de
incidenta anuala ajustata in functie de varsta, pentru aceasta grupa este de 15.29 cazuri la 100 000).

Varsta medie la diagnostic este de 65 de ani si ratele de supravietuire scad odata cu varsta.

GBM este de 1.58 ori mai frecvent la barbati decat la femei , cu o incidenta anuala ajustata
in functie de varsta de 4 cazuri (95% CI, 3.96-4.05) la 100 000 in populatia de sex masculin si
2.54 cazuri (95 % CI 2.51-2.67) 1a 100 000 in populatia de sex feminin.[8]

2. Aspecte histopatologice si moleculare in glioblastom

Tn capitolul al doilea este prezentata ultima clasificare a glioblastoamelor, tipurile, variantele
si modelele histopatologice de glioblastom, precum si principalele modificari moleculare.
Clasificarea actuala a OMS 2016, in afara de cele doua entitati GBM IDH wild type si GBM IDH
mutant, recunoaste trei variante morfologice care se incadreaza in grupul GBM IDH wild type:
GBM cu celule gigante, gliosarcomul si GBM epitelioid. Exista de asemenea, multe alte modele
histologice, care nu sunt incluse ca variante in clasificarea actuala, cum ar fi : GBM cu celule mici,
GBM cu componenta oligodendrogliald si GBM cu componenta neuronald primitiva.[10]

MGMT este exprimat Tntr-o mare varietate de tumori, incluzand tumori ale colonului [11],
capului si gatului [12], cancere ale plamanului [13] si glioame [14]. MGMT este studiat mai mult
in acestea din urma, avand in vedere impactul mare al expresiei sale in supravietuire. [15,16]

3. Tratament

Acest capitol constituie o trecere Tn revista a metodelor terapeutice actuale (chirurgia,
radioterapia si chimioterapia). Tn continuare sunt prezentate noile terapii tintite si imunoterapia,
investigate In prezent In cercetarea medicala.

4. Factori de prognostic
Acest capitol face referire la principalii factori de prognostic care influenteaza evolutia

clinica si supravietuirea pacientilor cu glioblastom.



5. Stresul oxidativ Tn glioblastom

Ultimul capitol ofera date legate de rolul moleculelor de stres oxidativ in dezvoltarea si

rezistenta acestei tumori la terapia multimodala.

II.PARTEA SPECIALA-CONTRIBUTII PERSONALE

6. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

GBM este cea mai frecventd tumord cerebrald si se caracterizeaza prin agresivitate
exceptionald si rata ridicatd de morbiditate si mortalitate.[17]

Tn prezent, tratamentul standard al GBM este un tratament multimodal care se bazeaza pe
rezectia extinsa a tumorii si tratament adjuvant constand in asocierea chimioterapiei (TMZ) cu
radioterapia, urmate de monoterapia cu temozolomidum (TMZ). Tn ciuda acestui tratament
standardizat, pacientii cu GBM prezinta raspuns si evolutie clinica diferite. Astfel, trebuie sa existe
factori care sa duca la acest comportament diferit. Prin urmare, este de dorit sa existe instrumente
sau metode care sd poatd clasifica acesti pacienti in subgrupuri prognostice pe baza acestor
caracteristici , astfel Incat sa ajute clinicianul sd administreze tratamentul optim pentru fiecare

pacient in parte.

Obiectivele studiului
Obiective principale:

1. Identificarea unor factori clinici de prognostic si a unor markeri moleculari de
evaluare a evolutiei bolii (determinatd prin supravietuirea fara semne de progresie,
supravietuirea generald) si de monitorizare a eficientei radiochimioterapiei.

2. Stabilirea unui scor prognostic care sa orienteze echipa multidisciplinara in practica
clinicd curenta in stabilirea si monitorizarea tratamentului optim.

Obiectivele secundare:
1.Evaluarea rezultatului tratamentului multimodal la pacientii cu GBM

2.Analiza beneficiilor diferitelor combinatii de tratament la pacientii cu GBM recurent.



7. Metodologia generala a cercetarii

Pentru atingerea obiectivelor am realizat doua studii observationale nerandomizate , unul
retrospectiv si unul prospectiv, in cadrul Spitalului Oncofort si Institutului Oncologic “Alexandru
Trestioreanu” Bucuresti.

Toti pacientii inrolati au urmat tratament multimodal constand in interventie chirurgicala,
radiochimioterapie cu TMZ si chimioterapie adjuvanta cu TMZ.

Data interventiei chirurgicale a fost luata ca referinta initiald pentru a cuantifica toate
urmaririle si pentru a caracteriza timpii de recidiva, progresie si deces.

Supravietuirea fara semne de progresie -PFS (luni) - intervalul de timp de la interventia
chirurgicald pana la confirmarea radiologica a progresiei tumorii sau decesul survenit din orice
cauza.

Supravietuirea generala- OS(luni)- intervalul de timp de la interventia chirurgicala pana la
ultima consultatie, deces din orice cauza sau pierderea urmaririi.

Supravietuirea post-progresie (luni) - intervalul de timp de la data confirmarii radiologice a
progresiei, pana la ultima consultatie, deces din orice cauza sau pierderea urmaririi.

In momentul internarii pentru tratamentul oncologic, toti pacientii au fost evaluati clinic,
neurologic si biologic, iar pe parcursul tratamentului au fost monitorizati saptamanal sau la nevoie.
Pentru evaluarea starii clinice generale a pacientului s-a folosit indicele Karnofsky.

Parametrii clinici, neuro-imagistici si patologici au fost colectati din foile de observatie si
inclusi intr-o baza de date, in vederea efectuirii analizelor statistice. In imaginile preoperatorii,
RMN sau CT, localizarea anatomica a leziunii a fost verificatd si catalogata dupa cum urmeaza:
localizare lobara, localizare centrald mediald (ganglionii bazali) si leziuni multiple. Cand tumora
s-a intins in mai multi lobi, s-a ales Tntotdeauna lobul cel mai afectat. Lateralitatea leziunii a fost
definitd: dreapta, stinga, mediala si leziuni multiple. Pentru descrierea dimensiunii tumorii, s-a
folosit diametrul cel mai mare al leziunii.

Analiza statistica

Centralizarea si analiza statistica a datelor colectate au fost efectuate prin utilizarea softului
IBM SPSS versiunea 20 si programului Microsoft Office (Excel).

Tn primul rand, a fost efectuatd o analiza descriptiva a variabilelor inregistrate. Analiza

variabilelor calitative a fost exprimata In procente, iar cea a variabilelor cantitative s-a facut sub



forma de indicatori de tendinta centrala (medii, mediane) si dispersie (deviatia standard, interval
de ncredere, valorile minim-maxim). Variabilele cantitative au fost analizate utilizand testul t-
Student pentru datele parametrice si testul Mann Whitney U pentru datele non-parametrice.

Calculand coeficientul de corelatie al lui Pearson ( r) am cautat corelatia dintre doua
variabile cantitative.

Curbele de supravietuire au fost generate prin metoda Kaplan-Meier si ulterior, comparatiile
ntre grupuri au fost efectuate cu teste log-rank.

O valoare p <0.05 a fost consideratda semnificativa statistic.

Pentru stabilirea valorii cut-off, precum si pentru evaluarea acuratetei si validarea unui
model de test clinic a fost calculata aria de sub curba ROC (Receiver Operating Characteristic).
Aria de sub curba (AUC) reflecta cat de bun este testul. Astfel, cu cat AUC este mai mare si se
apropie de 1 cu atat este mai bun testul. Un test cu o suprafatd mai mare de 0.9 are o precizie
ridicatd, in timp ce 0.7-0.9 indica o precizie moderata , 0.5-0.7 precizie scazutd si 0.5 un rezultat

intdmplator.

8. Analiza si identificarea factorilor de prognostic la pacientii cu glioblastom
8.1 Introducere
Scopul studiului a fost sa analizeze si sa identifice factorii de prognostic clinici, terapeutici
si moleculari la pacientii cu glioblastom care au urmat tratament multimodal, precum si impactul
acestora asupra evolutiei bolii determinat prin supravietuirea generala si supravietuirea fara semne
de progresie.
8.2 Pacienti si metode
Pentru realizarea acestui prim studiu am analizat retrospectiv datele a 68 de pacienti cu
diagnosticul de GBM, tratati la Spitalul Clinic Oncofort, in perioada ianuarie 2015 - octombrie
2019, care au indeplinit urmatoarele criterii de includere si niciunul dintre criteriile de excludere.
Criterii de includere
epacienti biopsiati sau operati, partial sau total si confirmati prin examen
histopatologic
evirsta > 18 ani

estatusul de performanta Karnofsky > 60



epacienti care au primit radiochimioterapie si care au semnat consimtdmantul
informat

epacienti cu valori adecvate ale hemogramei si ale parametrilor biochimici sanguini

epacienti care au primit tratament pentru boala recurenta

Criterii de excludere

evarsta < 18 ani

epacienti cu valori inadecvate ale hemogramei si ale parametrilor biochimici
sanguini

estatusul de performanta Karnofsky < 60

elipsa urmadririi pe termen mediu si lung

eistoric personal de iradiere cerebrala

epacientii care au refuzat tratamentul cu radiochimioterapie

8.3 Rezultate

8.3.1. Caracteristicile generale ale lotului de pacienti

Tn grupul nostru de pacienti 60 au fost supusi unei interventii chirurgicale de rezectie. In

17(25%) dintre cazuri, au fost efectuate rezectii totale si 43(63.2%) rezectii partiale. in 8 cazuri s-

a efectuat doar biopsie. Caracteristicile generale ale lotului de pacienti din studiul retrospectiv sunt

prezentate in tabelul 1.

Tabel 8.1: Caracteristicile pacientilor cu glioblastom din lotul retrospectiv

Caracteristicile pacientilor Numar pacienti=68
Sex N(%)

Barbati 41(60.3%)

Femei 27(39.7%)
Varsta(medie + deviatie standard) 55.95 + 12.05 ani
Mediu N(%)

Urban 55(80.9)

Rural 13(19.1)




Statusul de performanta Karnofsky N(%)
KPS 100 21(30.9%)
KPS 90 16(23.5%)
KPS 80 9(13.2%)
KPS 70 13(19.2%)
KPS 60 9(13.2%)
KPS(medie + deviatie standard) 83.97 + 14.36
Localizarea in lobii cerebrali N(%)
Frontal 28(41.2%)
Temporal 25(36.8%)
Parietal 11(16.2%)
Occipital 2(2.9%)
Ganglioni bazali 2(2.9%)
Localizarea tumorii N(%)
Emisfera dreapta 37(54.4%)
Emisfera stanga 25(36.8%)
Localizare mediala 2(2.9%)
Leziuni multiple 4(5.9%)
Dimensiunea tumorii (medie * deviatie 482 +1.28
standard), (cm)
Tipul histopatologic N(%)
Glioblastom clasic 56(82.4%)
Glioblastom cu celula giganta 5(7.4%)
Glioblastom cu celula mica 3(4.4%)
Gliosarcom 3(4.4%)
Glioblastom cu componenta neuronala 1(1.5%)

primitiva
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8.3.2 Supravietuirea fara semne de progresie si supravietuirea generala in lotul de pacienti
cu glioblastom

Pacientii din studiu au avut o urmarire mediana de 14 luni (interval 3-34 ). Pentru intregul
lot de pacienti, valorile mediane ale supravietuirii generale (OS), supravietuirii fard semne de
progresie (PFS) si ale supravietuirii post progresie (PPS) au fost de 16 luni [95%CI:14.46-17.53],
4 luni [95% C1:1.98-6.02], respectiv 8 luni [95 % CI: 5.58-10.41].
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Figura 8.1: Supravietuirea generala a intregului lot de pacienti cu glioblastom reprezentata

prin curba Kaplan-Meier
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Figura 8.2: Supravietuirea fara semne de progresie a intregului lot de pacienti cu

glioblastom reprezentatd prin curba Kaplan Meier
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Figura 8.3: Supravietuirea post progresie a intregului lot de pacienti cu glioblastom

exprimata prin curba Kaplan Meier

8.3.3 Stabilirea factorilor de prognostic pozitiv la pacientii cu glioblastom

Este cunoscut cd in ciuda tratamentului agresiv, prognosticul pacientilor cu GBM este
rezervat. Avand in vedere acest lucru, am incercat sd identificdm anumiti factori de prognostic,
care pot influenta pozitiv supravietuirea. Astfel, factorii de prognostic analizati au fost: clinici
(varsta, sex, KPS), radiologici (localizarea si dimensiunea tumorii), histopatologici si moleculari
(tipul histopatologic, Ki67, IDH, MGMT), terapeutici (gradul de rezectie si reinterventia

chirurgicala, reiradierea )

Factorii clinici

Varsta

Pentru a evalua influenta varstei In esantionul nostru, pacientii au fost impartiti in doua
subgrupuri. Primul se refera la pacientii tineri, cu varsta sub 60 de ani (38), iar cel de-al doilea
cuprinde pacientii varstnici, cu varsta peste 60 de ani (30). Supravietuirea mediana estimatd pentru
pacientii tineri sub 60 de ani a fost de 20 de luni (95%CI:17.31-22.68) semnificativ mai mare in
comparatie cu pacientii varstnici (13 Iuni, 95 %CI:10.08-15.91; log-rank test; p=0.001). Analiza
datelor a ardtat ca din punct de vedere al PFS nu exista diferenta semnificativa statistic intre cele
doud subgrupuri de pacienti (valoarea mediana a PFS pentru primul subgrup este de 6 luni vs.3

luni pentru subgrupul al doilea; log-rank test, p=0.120).
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Figura 8.4: Supravietuirea generala exprimata prin curba de supravietuire Kaplan Meier in

functie de varsta
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Figura 8.5: Supravietuirea fara semne de progresie exprimata prin curba de supravietuire

Kaplan Meier in functie de varsta

Statusul de performanta Karnofsky

Tn studiul nostru a fost luat in considerare KPS postoperator evaluat la momentul initierii
tratamentului adjuvant.

S-a constatat de asemenea o diferentd semnificativa statistic in ceea ce priveste
supravietuirea generald si supravietuirea fara progresie de boala intre pacientii cu un KPS >80 la
momentul initierii tratamentului adjuvant si cei cu KPS <80 (log rank test; p=0.0001). Astfel,
pacientii cu status de performanta >80 au avut o supravietuire generald estimata de 19 luni (95%
Cl: 16.29-21.70) vs. 8 luni la pacientii cu status de performanta < 80 (95% CI: 6.69-9.30).

Supravietuirea fara progresie de boald estimata in cazul pacientilor cu status de performanta >80,

13



a fost de 8 1uni(95% CI: 4.68-11.32) vs. 3 luni in cazul pacientilor cu status de performanta <80
(95% ClI: 2.59-3.40).
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Figura 8.6: Supravietuirea generala in functie de statusul de performanta Karnofsky
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Figura 8.7: Supravietuirea fara semne de progresie in functie de statusul de performanta

Karnofsky

Sexul

In ceea ce priveste supravietuirea fard progresie de boala si supravietuirea generala, desi
femeile au avut valori mediane mai mari (6 luni vs 3 luni ; 19 luni vs 15 luni) comparativ cu

barbatii, aceste diferente nu au fost semnificative statistic (log rank test; p=0.146; p=0.150).
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Factorii radiologici

In aceasta parte au fost evaluati doi parametri : localizarea si dimensiunea tumorii.

Localizarea tumorii

Localizarea tumorii, in functie de lobul afectat, nu a influentat In mod semnificativ
supravietuirea generala (log rank test: p=0.061) si nici supravietuirea fara progresie de boala (log
rank test p=0.063).

De asemenea, lateralitatea tumorii nu a influentat supravietuirea generald (log rank test
p=0.204) si nici supravietuirea fara progresie (log rank test p=0.337).

Cand leziunea a fost localizata in emsifera cerebrala, supravietuirea mediand a fost de 16
luni, comparativ cu 10 luni atunci cand leziunea a fost localizata in ganglionii bazali/leziuni
multiple, fara a fi semnificativa statistic (log rank test p=0.057). In mod similar, pacientii cu tumora
localizata in emisfera cerebrala au avut o valoare mediana a supravietuirii fara progresie de boala
mai mare decat pacientii cu localizarea tumorii in ganglionii bazali/leziuni multiple(5 vs. 3 luni),

dar nu au atins semnificatia statistica ( log rank test p=0.159).

Dimensiunea tumorii

In lotul nostru de studiu, a existat un avantaj semnificativ in ceea ce priveste supravietuirea
generald si supravietuirea fara progresie de boald pentru pacientii care au prezentat pe CT/RMN
preoperator tumori cu dimensiuni mai mici de 4 cm. Astfel, pacientii cu tumori <4 cm au avut o
supravietuire generala mediana de 20 de luni (95% CI: 16.18-23.81) in comparatie cu 15 luni, la
pacientii cu tumori >4 cm (95% C1:12.82-17.17; log rank test: p=0.019). Tn mod similar, pacientii
cu tumori <4 cm au avut valoarea mediana a supravietuirii fara progresie de boala de 10 luni (95%
Cl: 7.18-12.81), fatd de 3 luni pentru pacientii care au avut tumori pe CT/RMN preoperator >4
cm (95% ClI: 2.14-3.85; log rank test p=0.009).
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Figura 8.8: Supravietuirea generala in functie de dimensiunea tumorii
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Figura 8.9: Supravietuirea fara semne de progresie in functie de dimensiunea tumorii

Factorii histopatologici si moleculari
Tipul histologic
Atat supravietuirea generala (log rank test, p=0.81), cat si supravietuirea fard semne de

progresie (log rank test, p=0.22) nu au fost influentate semnificativ de catre tipul histologic de
GBM.

Ki 67

Este un indicator al proliferarii celulare. Din cei 68 de pacienti, 48 au avut determinat
indicele de proliferare Ki67. Acesta a avut o medie de 25.81% (interval 7-50%) si o valoare
mediana de 25%. Folosind mediana sa ca valoare cut-off, pacientii din studiu au fost impartiti in

doud grupuri, Ki67 < 25% si Ki67 >25 %. Intre cele doud grupuri nu au existat diferente
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semnificative statistic Tn ceea ce priveste supravietuirea generald (log rank test, p=0.77) si

supravietuirea fara progresie de boala (log rank test, p=0.49).

Factorii moleculari

Dintre factorii moleculari cu implicatii clinice, cei mai studiati sunt IDH si MGMT.

Tn prezent, sunt disponibile diferite metode pentru a determina statusul MGMT si starea
mutatiei IDH. In lotul de studiu cei doi factori moleculari au fost evaluati prin imunohistochimie
si tehnici de biologie moleculara. Astfel, 35 (51.47%) de pacienti au avut evaludri IDH si MGMT
prin imunohistochimie iar prin tehnici moleculare 19 ( 27.94%) au avut determinare IDH si 21
(30.88%) MGMT.

In grupul pacientilor cu determinare imunohistochimici a statusului IDH, mediana
supravietuirii generale a fost de 19 luni, la pacientii cu IDH pozitiv (95% CI: 11.98-26.01) vs. 16
luni la pacientii cu IDH negativ (95% CI: 13.67-18.32), iar mediana supravietuirii generale pentru
MGMT pozitiv a fost de 18 luni (95% CI:13.71-22.28) vs. 13 luni la cei cu MGMT negativ (95%
Cl: 7.45-18.54), fara a atinge 1nsa semnificatia statistica pentru ambii factori moleculari (log rank
test, p=0.37, respectiv p=0.11).

Valoarea mediand a supravietuirii fard progresie de boala la pacientii cu IDH pozitiv
determinat imunohistochimic nu a fost atinsad vs. 6 luni pentru pacientii cu IDH negativ, iar in
cazul MGMT pozitiv a fost de 10 luni vs. mediana nu a fost atinsa la cei cu MGMT negativ (pentru
cei doi factori moleculari determinati imunohistochimic, semnificatia statistica nu a fost atinsa:
log rank test p=0.20, respectiv p=0.34).

In grupul pacientilor in care IDH si MGMT au fost determinati prin teste moleculare s-au
obtinut urmatoarele rezultate: supravietuirea generald mediana nu a fost atinsa pentru pacientii cu
IDH mutant, comparativ cu 16 luni pentru pacientii cu IDH wild type, fard a atinge insa
semnificatia statistica (log rank test, p=0.195), iar in cazul MGMT metilat a existat un avantaj in
ceea ce priveste supravietuirea generald, p=0.045 (24 luni, 95% CI: 18.3-29.7 vs. 19 luni, 95% CI:
9.6-28.39 pentru cei cu MGMT nemetilat).
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Figura 8.10: Supravietuirea generald Tn functie de IDH
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Figura 8.11: Supravietuirea generala n functie de MGMT
Mediana supravietuirii fara progresie de boald, la pacientii cu IDH mutant a fost de 22 luni

vs. 6 luni la cei cu IDH wild type (log rank test, p=0.027), iar la pacientii cu MGMT metilat a fost
de 14 luni vs. 6 luni la cei cu MGMT nemetilat (log rank test, p=0.113).
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Figura 8.12: Supravietuirea fara semne de progresie Tn functie de IDH
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Figura 8.13: Supravietuirea fara semne de progresie in functie de MGMT

Factorii terapeutici

Gradul de rezectie tumorala

A fost cel mai important factor de prognostic in lotul nostru si a avut un efect semnificativ
statistic Tn supravietuirea generald si supravietuirea fara progresie. Supravietuirea generala
mediand dupa rezectia totald a fost de 20 de luni (95% CI: 8.13-31.86), la cei cu rezectie partiala
a fost de 15 luni(95% CI:13.16-16.83), iar la cei la care interventia chirurgicald nu a putut fi
efectuata si s-a facut doar biopsie pentru stabilirea diagnosticului a fost de 9 luni (95% CI: 7.65-
10.34), log rank test p=0.001. Pacientii din grupurile care au primit rezectie totald si rezectie

partialda au avut o supravietuire generald semnificativ mai mare decat grupul in care s-a efectuat
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doar biopsie (log rank test, p=0.002 si respectiv p=0.027). De asemenea, a existat o diferenta
semnificativa statistic si intre grupurile rezectie totala vs. rezectie partiala (log rank test, p=0.008).
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Figura 8.14: Supravietuirea generala Tn functie de gradul rezectiei tumorale

In ceea ce priveste valoarea mediana a supravietuirii fard progresie de boald, aceasta a fost
de 13 luni pentru pacientii cu rezectie totala (95%CI: 5.45-20.54), 4 luni pentru pacientii cu
rezectie partialda (95%CIS 2.93-5.06) si de 3 luni pentru pacientii cu biopsie (95% ClI: 2.32-3.67),
log rank test, p=0.001.

Intre grupul pacientilor cu rezectie totala si al celor cu rezectie partiala / biopsie a existat o
diferenta semnificativa statistic (log rank test, p=0.02, respectiv p=0.001). Tn schimb, intre
grupurile pacientilor cu rezectie subtotald si biopsie nu s-a inregistrat diferentd semnificativa

statistic (log rank test, p=0.17).
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Figura 8.15: Supravietuirea fara semne de progresie in functie de gradul rezectiei
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Reinterventia chirurgicala

Pacientii care au suferit o interventie chirurgicald pentru recidiva/progresia bolii au avut o
supravietuire mediana de 18 luni (95% Cl: 14.92-21.07), Tn timp ce pacientii care nu au fost supusi
unei noi interventii chirurgicale au avut 15 luni (95% CI: 12.49-17.50), fara a atinge pragul

semnificativ statistic (log rank test, p=0.068)

Survival Functions
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Figura 8.16: Supravietuirea generala Tn functie de reinterventia chirurgicala

Reiradierea

In subgrupul de pacienti care au fost reiradiati pentru aparitia recidivei/progresiei, mediana
supravietuirii a fost de 23 de luni (95% CI:20.37-25.63) vs. 15 luni (95% CI: 13.14-16.86) pentru
pacientii care nu au primit radioterapie pentru recidivd/progresie , fard a atinge semnificatia
statistica (log rank test, p=0.051).

Survival Functions

siradis
104 B . ) Reiradiare

Cum Survival

T - - T
00 10.00 2000 30.00 40.00
05(luni)

Figura 8.17:Supravietuirea generald Tn functie de reiradiere
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8.3.4 Stabilirea unui scor prognostic

In urma analizei statistice detaliate, prezentata anterior am identificat 5 factori prognostici:
varsta<60, KPS postoperator >80, rezectia chirurgicala totala, dimensiunea tumorii<4 cm, MGMT
metilat. Acestia au alcatuit scorul prognostic. Se constatd ca prin adaugarea fiecarui factor de

prognostic pozitiv creste semnificativ statistic OS (p=0.0001) si PFS (p=0.0001).

Supravietuirea generala in functie de numarul de factori prognostici
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Figura 8.18: Supravietuirea generala Tn functie de scorul
prognostic
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PFS in functie de numarul de factori prognostici

n Factori
10 prognostici
—1.00
1.00
2.00
13,00
08 4.00
15,00
—— 00-censored
L . +1 00-censore ol
— 2.00-censored
S 06 —+3.00-censore: o
= L 4 00-censore o
5 —+—5.00-censored
w L
£
3 0.4+ /1
0.2 |
0.04 '
T T T T T
i) 10.00 20.00 30.00 40.00
PFS (luni)

Overall Comparisons

Chi-Square df Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) 23.533 5 .000

Test of equality of survival distributions for the

different levels of scor.

Figura 8.19: Supravietuirea fara semne de progresie in functie de scorul prognostic
Analiza curbelor ROC arata ca scorul prognostic are o arie de sub curba de 0.759, p=0.013,

95% CI: 0.569-0.949 pentru estimarea supravietuirii generale si o arie de sub curba de 0.885,

p=0.025, 95% CI: 0.800-0.969 pentru estimarea supravieturii fara semne de progresie.
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8.4 Discutii

Glioblastoamele sunt tumorii difuz infiltrative, in consecinta, rezectia chirurgicala curativa
este rareori posibila.[18]

Existd unele diferente intre datele noastre si cele descrise in studiile clinice, in ceea ce
priveste raportul dintre rezectiile complete si rezectiile partiale. In studiul nostru, acest raport a

fost de 25/63.2% vs. 39/44% din literatura de specialitate.[2]
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Absenta tehnicilor neurochirurgicale si imagistice intraoperatorii moderne in unele centre
de specialitate din tara noastrd ar putea fi cauza ratei de rezectie completa mai mici in Romania,
comparativ cu cele raportate in literatura. De asemenea, raportul diferit se poate datora definitiei
diferite a gradului de rezectie chirurgicald dintre seriile raportate.

Radioterapia adjuvanta postoperatorie este un element principal n tratamentul pacientilor cu
glioblastom. Adaugarea RT la interventia chirurgicala a imbunatatit supravietuirea de la 4-5 luni
la 9-12 luni.[19]

In prezent, se recomandi radiochimioterapia concomitenti, urmati de chimioterapia
adjuvanta cu TMZ. [2] Tratamentul multimodal poate Tntarzia progresia tumorii, cu toate acestea,
rata de recurenta este inacceptabil de mare, supravietuirea mediand nu depaseste 15-16 luni, iar
supravietuirea pe termen lung este exceptionala. [2,3] In studiul de fati, supravietuirea fara semne
de progresie a fost de 4 luni iar supravietuirea generala a fost de 16 luni.

Tn glioblastom diferiti factori legati de pacient, tumori si tratament afecteaza rezultatul. Prin
urmare, este important sa se analizeze impactul acestor factori (varsta, statusul de performanta,
dimensiunea si localizarea tumorii, amploarea interventiei chirurgicale, reinterventia si reiradierea,
markerii moleculari) asupra rezultatului.

Studiile au raportat ca supravietuirea scizuta a fost asociati cu varsta mai mare. [8] Tn mod
similar Tn studiul nostru supravietuirea a scazut o data cu cresterea varstei. A existat o diferenta
semnificativa de supravietuire intre pacientii cu varsta < 60 de ani si cei cu varsta >60 de ani. Cu
toate acestea, exista serii validate recent si modele de prognostic care au valoarea cut-off de 50
ani ca punct optim pentru a stabili aceasta diferenta prognostica.[20] Aceasta valoare cut-off nu a
fost confirmatd In seria noastra, probabil pentru cd in cazul nostru existd putini pacienti
diagnosticati sub aceasta varsta, doar 18 cazuri.

Studiul nostru a aratat ca exista o diferentd semnificativa statistic in ceea ce priveste
supravietuirea generala dintre pacientii cu status de performantd bun ( KPS> 80 ) la momentul
initierii radiochimioterapiei si cei cu status de performanta scazut (KPS <80). in studiile anterioare
pacientii cu status de performanta Karnofsky mai mic de 70 dupa interventia chirurgicala au avut
o supravietuire mai mica.[21]

Dimensiunea tumorii, evaluata imagistic pe CT/RMN-urile preoperatorii a avut valoare

prognostica in lotul nostru de pacienti. Acest lucru apare si in alte serii publicate. [3]

25



In ceea ce priveste localizarea tumorii, pacientii cu leziuni in emisfera cerebrald au avut o
supravietuire mediand mai mare, comparativ cu cei cu leziuni in ganglionii bazali sau leziuni
multiple, rezultate aproape semnificative (p=0.057). Se pare ca atat localizarea la nivelul
ganglionilor bazali, cat si implicarea leziunilor multiple sunt asociate cu un numar mai mare de
biopsii si rezectii partiale , in special in cazul nostru neexistand rezectie completi. In aceste cazuri
rezectiile chirurgicale mai largi nu sunt posibile din punct de vedere tehnic. Acest lucru poate sa
explice evolutia mai proasta a pacientilor cu localizare multipla sau in ganglionii bazali.

Tn studiul nostru, supravietuirea generald mediand dup rezectia totald a fost de 20 luni , dupa
cea partiala de 15 luni iar dupa biopsie de 9 luni. Pacientii care au primit rezectie completa si cei
care au primit rezectie partiald au avut o supravietuire generala semnificativ mai mare decat cei la
care s-a facut doar biopsie (p=0.002 si p=0.027). De asemenea a existat o diferentd semnificativa
statistic si intre cei cu rezectie totald vs. rezectie partialda (p=0.008).

Indicele de proliferare KI67 are o capacitate prognostica si uneori si predictiva a raspunsului
la tratamentul antitumoral Tn mai multe neoplasme, cum ar fi: cancerul de san, tumorile
neuroendocrine, sarcoame. [22-24]

Conform datelor noastre, acesta nu este un factor de prognostic relevant. In cazul
glioblastomului, intelegerea prognosticului este foarte limitata si este necesard cercetarea in ceea
ce priveste gasirea unor markeri prognostici noi. Progresele recente in tehnologia genomului au
contribuit la noi modalitdti de a gasi markeri prognostici noi, de exemplu, gena izocitrat
dehidrogenaza 1 sau 2 a fost indicata ca un biomarker care distinge glioblastoamele primare de
cele secundare. [10] Mutatiile din aceste gene s-au dovedit de asemenea corelate cu un prognostic
mai bun, dar progresele in ceea ce priveste terapia nu au fost inca stabilite. [25] Tn studiul nostru,
pacientii care au prezentat mutatii in gena IDH, atat in grupul cu determinare imunohistochimica,
cat si moleculard, au avut o supravietuire mai mare comparativ cu pacientii care€ nu au prezentat
mutatii, fard sd atingd semnificatia statistica. Acest lucru ar putea fi explicat de numarul mic de
pacienti cu determinari prin cele doua metode.

Studiul realizat de Hegi si colaboratorii sai a aratat cd indiferent de tratament, metilarea
promotorului genei MGMT este un factor prognostic independent favorabil (p<0.001 conform
testului log-rank ; HR=0.45, 95 % CI :0.32-0.61). Supravietuirea generala mediana la pacientii cu
metilare a fost de 18.2 luni (95% CI:15.5-22.0) comparativ cu 12.2 luni (95% CI: 11.4-13.5) la cel
fara metilare.[26]
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Statusul metilarii promotorului genei MGMT prin determinari moleculare a fost un factor de
prognostic pozitiv in lotul nostru retrospectiv. Pacientii cu MGMT metilat au avut o supravietuire
generala semnificativ mai mare, comparativ cu pacientii cu MGMT nemetilat (24 luni vs 19 luni,
p=0.045).

9. Analiza parametrilor moleculari de stres oxidativ

Scopul studiului prospectiv a fost determinarea parametrilor moleculari de stres oxidativ,
evaluarea corelatiei dintre acestia si evolutia pacientilor cu glioblastom tratati multimodal.

Ipoteza de lucru

Glioblastomul este o tumord rezistenta la tratamentul standard actual, iar recidiva si
progresia tumorii sunt cauzele principale ale prognosticului slab. Tn prezent, monitorizarea
simptomelor pacientului si evaluarile RMN/CT periodic sunt singurele modalitati de a certifica
recaderea.

Pentru cresterea supravietuirii pacientilor cu glioblastom, este esentiald identificarea unor
markeri serologici care sa permita diagnosticarea precoce a recidivei si implicit, interventia
terapeutica cat mai rapida.

Cresterea generarii de ROS in cancer prin administrarea radiochimioterapiei face ca celulele
maligne sa depinda foarte mult de mecanismele antioxidante pentru a face fata stresului oxidativ.
Astfel, nivelurile crescute de antioxidanti ar putea fi cauza rezistententei la tratament.

Pornind de la aceste premise, studiul nostru Tsi propune sa determine parametrii moleculari
de stres oxidativ, evaluarea corelatiei dintre acestia si evolutia pacientilor cu GBM (recidiva,

raspuns la tratamentul standard multimodal, supravietuire).

9.1 Pacienti si metode
Pentru realizarea acestui studiu prospectiv, observational, nerandomizat am inclus 23 de
pacienti, diagnosticati cu GBM si tratati In Spitalul Oncofort Bucuresti si Institutul Oncologic
“Alexandru Trestioreanu” Bucuresti, intre 2018 s1 2019 .
Criterii de includere
epacienti biopsiati sau operati, partial sau total si confirmati prin examen
histopatologic

evirsta > 18 ani
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estatusul de performanta Karnofsky > 60
epacienti care au primit radiochimioterapie si care au semnat consimtdmantul
informat

epacienti cu valori adecvate ale hemogramei si ale parametrilor biochimici sanguini

Determinarea parametrilor moleculari de stres oxidativ la pacientii cu glioblastom
radiochimiotratat

Pentru realizarea studiului prospectiv au fost recoltate cate 3 probe de sdnge de la fiecare
pacient: prima proba la initierea tratamentului, a doua proba a fost una intermediara, iar ultima
proba a fost recoltata la finalizarea radiochimioterapiei. Eprubetele au fost centrifugate, iar din
serul obtinut s-au determinat urmatorii parametrii moleculari de stres oxidativ: malondialdehida
(MDA), ceruloplasmina (CP), grupari tiol albuminice (SH), oxidul nitric (NO), 8-hidroxi-2-
deoxiguanozina(8-OH-dG) si antioxidantii totali (AO).

Peroxidarea lipidelor a fost cuantificata prin masurarea MDA serice, avand la baza reactia a
doud molecule de acid tiobarbituric cu o moleculd de MDA si formarea unui produs de reactie
colorat in rosu, care a fost masurat spectrofotometric la 532nm.

Cantitatea de CP serica a fost determinata prin metoda colorimetrica Ravin, care se bazeaza
pe proprietatea oxidativa a acestei proteine asupra para-fenilen diamind in tampon acid acetic-
acetat. Produsul colorat obtinut a fost masurat spectrofotometric, avand o absorbtie maxima la
540 nm.

Degradarea oxidativd a proteinelor a fost masuratd prin determinarea gruparilor tiol
albuminice, utilizdnd reactivul Ellman. Concentratiile gruparilor tiol albuminice din ser au fost
madsurate spectrofotometric cu o absorbtie maxima la 412 nm.

Oxidul nitric(NO) a fost determinat indirect, prin determinarea nitritilor cu ajutorul
reactivului Griess. Reactia Griess a fost masurata spectofotometric la o absorbtie de 540 nm.

Degradarea oxidativa a acizilor nucleici evaluatd prin masurarea 8-OHdG a avut la baza
metoda imunoenzimatica de tip ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, test imunosorbant
legat de enzima) ce utilizeaza reactia antigen - anticorp, rezultand un compus colorat masurat
spectrofotometric la o lungime de unda de 450 nm.

Determinarea antioxidantilor totali a avut la baza metoda dezvoltata de Benzie si Strain, ce

masoara capacitatea antioxidantilor de a reduce fierul feric. La pH scazut, excesul de Fe3+ din
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amestecul de reactie (complexul tripiridil triazina ferica) este redus la forma feroasa (complexul
tripiridil triazina feros), in prezenta antioxidantilor, dezvoltdnd o culoare albastru intens, cu o
absorbtie maxima la 593 nm; intensitatea culorii este direct legatd de capacitatea de reducere a

serului.

9.2 Rezultate

9.2.1 Caracteristicile lotului

Pentru acest studiu au fost inrolati 14 (60.9%) barbati si 9 (39.1%) femei.

Varsta medie a fost de 54.9 de ani, iar mediana vérstei a fost de 56 de ani (varste intre 31 si
73 de ani).

In ceea ce priveste statusul de performants, la initierea studiului acesta a avut valoarea medie
de 85.65 si 0 mediana de 90 (valori intre 60 si 100).

Lobul frontal si temporal au fost cei mai afectati (10, respectiv 9 pacienti), 2 pacienti au avut
tumora localizata in lobul parietal, un pacient in ganglionii bazali i un pacient a avut localizare in
talamus. Dimensiunea medie a tumorii a fost de 4.76 cm iar mediana de 4.8 cm (interval 2-8.4 cm).

Rezectia chirurgicala partialda a fost cea mai frecventa (17 pacienti), 4 pacienti au avut
rezectie totala si 2 pacienti au fost biopsiati.

Radioterapia cu fractionare conventionala a fost administrata la 18 pacienti, iar 5 pacienti au

urmat radioterapie cu hipofractionare.

Tabel 9.1: Caracteristicile pacientilor din lotul prospectiv

Caracteristicile pacientilor din lotul Numar pacienti
prospectiv

Sex

Barbati 14(60.9%)

Femei 9(39.1%)

Varsta (medie * deviatia standard) 54.9

Statusul de performanta Karnofsky 85.65
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Localizare 1n lobii cerebrali

Frontal 10
Temporal 9
Parietal 2
Ganglioni bazali 1
Talamus 1
Dimensiunea tumorii(medie + deviatie 4.76
standard)
Rezectia chirurgicala
Partiala 17
Totala 4
Biopsie 2
Radioterapia
Cu fractionare conventionala 18
Cu hipofractionare 5

9.2.2 Supravietuirea fara semne de progresie si supravietuirea generala in studiul

prospectiv

Urmarirea mediana in studiul prospectiv a fost de 14 luni (interval 3-23 luni). Supravietuirea
fara semne de progresie si spravietuirea generala in studiul prospectiv au avut urmatoarele valori
mediane: 5 luni (95% CI: 2.652-7.348) si respectiv 15 luni (95% CI:11.244-18.756). Rata de
supravietuire fara progresie de boala la 6 luni a fost de 47.82%, iar rata de supravietuire generala

la 6 si 12 luni a fost de 91.3% si respectiv 69.56%, date redate in figurile de mai jos.
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Figura 9.1: Supravietuirea fara semne de progresie in studiul prospectiv reprezentata prin

curba Kaplan Meier
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Figura 9.2: Supravietuirea generala in studiul prospectiv reprezentatd prin curba Kaplan

Meier
9.2.3 Determinarea parametrilor de stres oxidativ

Pentru evaluarea stresului oxidativ au fost masurati urmatorii parametrii: malondialdehida
(MDA), ceruloplasmina (CP), gruparile tiol albuminice (SH), oxidul nitric (NO), 8-hidroxi-2-

deoxiguanozina (8-OHdG) si antioxidantii totali (AO). Valorile medii si mediana acestor

parametrii moleculari de stres oxidativ sunt prezentate in tabelul urmator:
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Tabel 9.2:Valorile parametrilor moleculari de stres oxidativ in lotul de pacienti cu

glioblastom
MDA CP SH NO 8-OHdG | AO
(umol/100 ml)
(un (mmol/l) (umol/1) | (ng/ml) | (mmol/l)
Medie 5.73 150.92 | 358.29 35.95 32.53 0.99
Mediana 5.90 132 342 35.5 33.15 1.14
Deviatie 1.18 52.59 80.3 8.01 6.03 0.5
standard
Minimum 3.54 67 224 19 19 0.11
Maximum 10.19 290 567 52 44.21 2.85
Valoare 0-4 80-120 | 370-450 13-23 0.1-0.3 |0.9-14
normala

9.2.4 Evaluarea relatiilor dintre parametrii de stres oxidativ

In lotul de pacienti, analiza de corelatie Pearson a identificat o corelatie puternici(r=0.766),
semnificativa statistic(p=0.0001) intre produsii de degradare ai acizilor nucleici, determinati prin
masurarea 8-OHdG si malondialdehida si o corelatie moderatd(r=0.579), semnificativa statistic
(p=0.004) cu oxidul nitric. Analiza asocierilor dintre 8-OHdG si SH, CP nu a identificat corelatii

semnificative statistic (r=0.006, respectiv r=0.269; p=0.980, respectiv p=0.214)
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Figura 9.3: Diagrama Scatter a corelatiei pozitive intre valorile 8-hidroxi-2-

deoxiguanozinei si malondialdehidei
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Figura 9.4: Diagrama Scatter a corelatiei pozitive intre valorile 8-hidroxi-2-
deoxiguanozinei si Oxidului nitric
De asemenea s-a constatat o corelatie moderata (r=0.440), semnificativa statistic (p=0.035)
intre valorile malondialdehider si ale oxidului nitric. Nu a fost gdsitd o corelatie semnificativa
statistic intre valorile malondialdehidei si ceruloplasminei (r=-0.108, p=0.623) precum nici intre

valorile malondialdehidei si ale gruparilor tiol albuminice (r=0.127, p=0.562).
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Figura 9.5: Diagrama Scatter a corelatiei pozitive intre valorile malodialdehidei si oxidului
nitric
In ceea ce priveste corelatiile dintre valorile parametrilor de stres oxidativ si ale
antioxidantilor totali s-au gasit urmatoarele:
ecorclatic moderatd (r=0.578), semnificativd statistic (p=0.004) 1intre
malondialdehida si antioxidanti
ecorelatie moderatd (r=0.474), semnificativd statistic (p=0.022) intre tioli si

antioxidanti

e corelatie moderata (r=0.565), semnificativa statistic (p=0.005) intre oxidul nitric si

antioxidanti
ecorelatie moderata (r=0.548), semnificativa statistic (p=0.007) intre 8-hidroxi-2-
deoxiguanozina si antioxidanti

Nu a existat o corelatie semnificativa statistic intre ceruloplasmina si antioxidanti (r=-0.114,

p=0.605)
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Figura 9.6: Diagrama Scatter a corelatiei pozitive intre valorile malodialdehidei si

antioxidantilor
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Figura 9.7: Diagrama Scatter a corelatiei pozitive intre valorile tiolilor albuminici si

antioxidantilor
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Figura 9.8: Diagrama Scatter a corelatiei pozitive intre valorile oxidului nitric si

antioxidantilor
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Figura 9.9: Diagrama Scatter a corelatiei pozitive intre valorile 8-hidroxi-2-

deoxiguanozinei si antioxidantilor
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9.2.5 Valorile parametrilor moleculari de stres oxidativ in functie de statusul MGMT

In cadrul lotului de pacienti din studiul prospectiv, determinarea imunohistochimica a
statusului MGMT a identificat 12 pacienti cu tumori MGMT pozitiv si 11 pacienti cu tumori
MGMT negativ.

Supravietuirea generald a pacientilor cu glioblastom MGMT pozitiv a fost semnificativ mai
mare comparativ cu pacientii cu glioblastom MGMT negativ (18 luni, 95% CI: 14.6-21.3 vs. 12
luni, 95% CI: 9.4-14.5, p=0.011).

Survival Functions

imunohistachimicd

Cum Survival

T T T T T T
00 5.00 1000 15.00 20.00 25.00
0OS(luni)

Figura 9.10:Supravietuirea generald exprimata prin curba de supravietuire Kaplan Meier in

functie de statusul MGMT 1n studiul prospectiv

Supravietuirea fara semne de progresie, la pacientii cu MGMT pozitiv fost de 10 luni (95%
Cl: 3.59-16.4) iar la pacientii cu MGMT negativ a fost de 5 luni (95% CI: 2.9-7.0), fara a fi

semnificativa statistic (p=0.24).
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Figura 9.11: Supravietuirea fara semne de progresie exprimata prin curba de supravietuire

Kaplan Meier in functie de statusul MGMT in studiul prospectiv

Pacientii cu glioblastom MGMT negativ au avut valori semnificativ statistic mai mari ale
oxidului nitric si 8-hidroxi-2-deoxiguanozina, comparativ cu grupul de pacienti la care statusul
MGMT a fost pozitiv. Astfel, valorile medii ale oxidului nitric au fost de 42.09 + 5.04 umol/I
pentru tumorile MGMT negativ vs. 32.25 +£7.58 umol/l pentru tumorile MGMT pozitiv, t (21)
=3.62, p=0.002, iar valorile medii ale 8-hidroxi-2-deoxiguanozina au fost de 36 + 4.6 ng/ml pentru
grupul cu status MGMT negativ vs. 29.94 + 6.59 ng/dl pentru grupul de pacienti cu status MGMT
pozitiv, t (21)=2.53, p=0.019.
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Figura 9.12: Valorile medii ale oxidului nitric la pacientii cu glioblastom MGMT negativ

vs. cei cu glioblastom MGMT pozitiv.
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Figura 9.13: Valorile medii ale 8-hidroxi-2-deoxiguanozina la pacientii cu glioblastom
MGMT negativ vs. cei cu glioblastom MGMT pozitiv

Valorile medii ale antioxidantilor totali au fost semnificativ statistic mai mari in tumorile
MGMT negativ, comparativ cu cele care au avut status MGMT pozitiv (1.132 = 0.315 mmol/l vs.
0.694 + 0.416 mmol/l, t (21)=2.823, p=0.01).

T

Antioxidanti

MGMT

Figura 9.14: Valorile medii ale antioxidantilor totali la pacientii cu glioblastom MGMT

negativ vs. cei cu glioblastom MGMT pozitiv

De asemenea, valorile medii ale malondialdehidei, ceruloplasminei si gruparilor tiol
albuminice au fost mai mari in subgrupul de pacienti cu MGMT negativ, comparativ cu cel cu
MGMT pozitiv, fara a atinge insa semnificatia statistica (6.08 £ 1.57umol/100ml vs. 5.81 + 1.36
umol/100 ml, p=0.67; 149.81 + 43.91Ul vs. 148.75 £ 62.17Ul, p=0.963; 374.27 £ 90.59 mmol/I
vs. 359.5 £ 78.05 mmol/l, p=0.679).
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9.2.6 Rolul speciilor reactive de oxigen in evaluarea raspunsului la tratament

Dupa finalizarea radiochimioterapiei 10 pacienti au avut progresie imagisticd, iar 13 pacienti
au avut raspuns sau boala stabila.

In ceea ce priveste raspunsul la radiochimioterapie a pacientilor cu glioblastom, s-a constatat
ca valorile medii ale antioxidantilor totali au fost semnificativ statistic mai mari la pacientii care
au avut certificata progresia bolii pe RMN/CT -ul de control efectuat la 4 saptamani de la
finalizarea tratamentului (1.34 £ 0.69 mmol/l), comparativ cu pacientii fara progresie (0.79 + 0.44
mmol/l), t(21)=2.334 p=0.03.

- HEH
|

Figura 9.15: Valoriile medii ale antioxidantilor totali sunt semnificativ statistic mai mari la
pacientii care au avut progresie imagisticad comparativ cu pacientii fara progresie imagistica dupa
radiochimioterapie

Sensibilitatea si specificitatea antioxidantilor totali in estimarea raspunsului la
radiochimioterapie au fost determinate prin curba ROC, care a avut o arie de sub curba de 0.750,
p=0.044, 95 % ClI :0.542-0.958. Pentru o sensibilitate de 80 % si o specificitate de 61 % valoarea

cutt-off a antioxidantilor totali a fost de 0.99 mmol/I.
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9.3 Discutii

Au fost descrise mai multe mecanisme moleculare care stau la baza rezistentei la terapie.
Studiile anterioare au raportat ca MGMT si p53 mediaza rezistenta la agentii alchilanti si ca
rezistenta poate fi asociatd cu un eflux crescut de medicament, o capacitate ridicatd de reparare a
ADN si un continut mai ridicat de glutation. Cu toate acestea, mecanismele de rezistentd sunt
complexe si raman putin intelese. [27-29]

Citotoxicitatea TMZ rezultd in principal din metilarea ADN in pozitia O6 a guaninei, In timp
ce MGMT elimina gruparile metil din aceasta pozitie si potenteaza rezistenta la TMZ. Desi TMZ
este un tratament standard pentru pacientii cu glioblastom, Tn special pentru cei cu promotor
MGMT metilat, nu exista optiune adecvata pentru pacientii cu promotor MGMT nemetilat.[26,30]

Datele noastre au aratat ca pacientii cu glioblastom MGMT negativ(rezistent) prezinta stres
oxidativ crescut, comparativ cu pacientii cu glioblastom MGMT pozitiv (sensibil). De asemenea,
am aratat ca pacientii cu tumori MGMT negativ prezintd niveluri serice crescute ale antioxidantilor
totali, comparativ cu pacientii cu tumori MGMT pozitiv. Aceste rezultate sugereaza ca ROS indus
de radiochimioterapie contribuie ntr-o mai mare masura la moartea celulelor canceroase la
pacientii cu glioblastom cu nivel scazut al antioxidantilor totali serici decat la pacientii cu nivel
crescut al acestora.

Datele noastre au sugerat ca celulele rezistente dezvolta o puternicd capacitate antioxidanta
pentru a impiedica actiunea terapiei. Aceastd constatare sugereaza cad nivelul antioxidantilor totali
st MGMT reprezinta diferite mecanisme de mediere a rezistentei la radiochimioterapie, la pacientii
cu glioblastom.

Majoritatea celulelor canceroase sunt metabolic active si produc niveluri ridicate de ROS,
prin urmare aceste celule sunt vulnerabile la stres oxidativ suplimentar determinat de catre agentii
exogeni generatori de ROS. [31] Cantitatile crescute de ROS din celulele canceroase pot avea
consecinte semnificative, cum ar fi stimularea proliferarii celulare, promovarea mutatiilor si

Este logic sd speculdm ca modificarile biochimice si moleculare cauzate de ROS pot
contribui la dezvoltarea unei populatii de celule canceroase heterogene si la aparitia celulelor
rezistente la medicamente in timpul progresiei bolii. Mai multe studii au aratat ca nivelurile

antioxidantilor cresc in diferite tipuri de tumori si ca aceasta crestere este un factor major care
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contribuie la rezistenta la medicamente prin eliminarea ROS, detoxifierea medicamentelor sau
participarea la procesele de reparare a ADN-ului.[29,33]

In acest studiu am observat ci pacientii care au progresat dupid tratamentul cu
radiochimioterapie au avut o capacitate antioxidanta totald mai mare comparativ cu pacientii CU
boala stabild sau raspuns la tratament. Putem afirma ca celulele de GBM 1isi dezvolta mecanisme
antioxidante eficiente pentru a evita efectele citotoxice ale terapiei antitumorale, rezultand astfel
rezistenta. Prin urmare, eliminatorii ROS sunt unul dintre factorii importanti in protejarea celulelor
Tmpotriva leziunilor ROS, in timpul expunerii la radioterapie si TMZ.

Intr-un studiu efectuat pe linii celulare de GBM uman, a fost investigat rolul potential al
enzimelor antioxidante in radiorezistenta si s-a demonstrat ca acesti antioxidanti, cum ar fi
superoxid dismutaza(SOD), catalaza, glutation peroxidaza(GPX), glutation reductaza(GR) au fost
activati de pana la 5 ori mai multin liniile celulare izolate de GBM rezistente, comparativ cu linile
celulare parinte, dupa expunerea lor la radioterapie. [34]

Rezultatele noastre au ardtat cd antioxidantii totali mediaza rezistenta la terapie la pacientii
cu glioblastom prin reglarea homeostaziei redox. Mai mult, antioxidantii totali sunt un predictor
al raspunsului la tratament, deoarece pacientii cu nivel seric ridicat au prezentat progresia bolii Tn

comparatie cu pacientii cu nivel scazut.

10. Concluzii si contributii personale

Pacientii din loturile noastre reprezintda populatii cu caracteristici clinice si moleculare
similare cu cele descrise in literatura.

Tratamentul multimodal recomandat de ghidurile internationale si folosit Tn prezent in
Romaénia (chirurgia, radiochimioterapia cu TMZ, chimioterapia adjuvanta cu TMZ) ofera rezultate
comparabile cu cele obtinute la nivel mondial.

Glioblastomul Tn loturile studiate prezintd un prognostic rezervat cu o supravietuire fara
semne de progresie de 4 luni in studiul retrospectiv si 5 luni in studiul prospectiv si 0 mediana a
supravietuirii generale de 16 luni in studiul retrospectiv, respectiv 15 luni in studiul prospectiv.

Supravietuirea generala si supravietuirea fara semne de progresie, estimate statistic in cele
doua loturi sunt in concordantd cu cele descrise in studiile de inregistrare ale moleculelor

terapeutice si alte serii clinice.
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Tn cazul progresiei, reinterventia chirurgicali si/sau reiradierea reprezinta optiuni terapeutice
pentru o categorie de pacienti bine selectatd, cu impact pozitiv in evolutia bolii.

In studiul nostru, dupa o analiza detaliata, am identificat mai multi factori de prognostic care
influenteaza evolutia bolii. Astfel, varsta <60 de ani, statusul de performanta postoperator > 80,
dimensiunea tumorii <4 cm, rezectia chirurgicald totald, metilarea promotorului MGMT au
constituit factorii de prognostic pozitiv pe baza carora am elaborat un model de scor prognostic
pozitiv, care sa orienteze echipa multidisciplinarda in practica clinica curentd, in stabilirea si
monitorizarea tratamentului optim. Scorul nostru include pentru prima datd, pe langéd factorii
clinici si factori moleculari. Am validat statistic acest scor prognostic cu o sensibilitate si
specificitate foarte bune, putand fi astfel utilizat Tn practica medicala.

Studiul prospectiv a aratat ca unul dintre mecanismele chimioterapiei (TMZ) si radioterapiei
este cresterea speciilor reactive de oxigen intracelular, care induce deteriorarea celulelor de GBM
prin oxidarea ADN-ului, lipidelor si proteinelor. Valorile medii ale urmatoarelor molecule de stres
oxidativ au fost mai mari decat normalul descris 1n literaturd: malondialdehida, oxidul nitric si
ceruloplasmina. Valorile antioxidantilor si gruparilor tiol albuminice au fost sub valoarea normala.
Aceste date obtinute releva dezechilibrul balantei redox.

Am identificat o corelatie liniara pozitiva semnificativa statistic intre parametrii moleculari
de stres oxidativ, precum si intre acestia si antioxidanti.

Pacientii din studiul prospectiv, la care s-a identificat MGMT pozitiv prin determinarea
imunohistochimica au prezentat o supravietuire generald mai mare comparativ cu acei pacienti la
care MGMT a fost negativ. Supravietuirea fard semne de progresie a fost mai mare la cei cu tumori
MGMT pozitiv, comparativ cu cei la care tumorile au fost MGMT negativ, cu toate acestea, nu s-
a atins diferenta semnificativa statistic.

Glioblastoamele cu status MGMT negativ (rezistente) prezinta specii reactive de oxigen in
cantitati mai mari decét glioblastoamele cu status MGMT pozitiv (sensibile), dar si o capacitate
antioxidantd mai mare pentru a neutraliza aceste specii reactive, avand ca urmare protejarea
celulelor de actiunea citotoxicd a radiochimioterapiei.

Radiochimioterapia produce ROS, care este mai eficient in cazul tumorilor cu MGMT
pozitiv , deoarece acestea au prezentat niveluri de antioxidanti totali mai mici in comparatie cu

tumorile MGMT negativ.
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De asemenea, am observat cd reglarea prin cresterea nivelului antioxidantilor totali,
inregistrata in studiul nostru, face celula de glioblastom mai rezistentd la radiochimioterapie.
Pacientii din lotul de studiu, care au inregistrat progresie certificatd imagistic la finalizarea
radiochimioterapiei, au avut niveluri serice semnificativ mai mari decat cei fara progresie
(1.34+0.69 mmol/l vs. 0.79 £0.44 mmol/l, t(21)=2.334 p=0.03).

Antioxidantii totali pot fi utilizati in evaluarea raspunsului la tratament. Astfel, am identificat
0 valoare cut-off a antioxidantilor totali serici de 0. 99 mmol/l, cu sensibilitate de 80% si
specificitate de 61% pentru predictia rezistentei la radiochimioterapie.

Pe baza rezultatelor inregistrate in aceasta lucrare propunem dozarea parametrilor moleculari
de stres oxidativ in dinamica radiochimioterapiei la pacientii cu glioblastom. Acesti markeri
moleculari se dozeaza usor din ser, fara costuri deosebite si pot furniza o serie de date utile
clinicienilor n vederea stabilirii corecte a conduitei terapeutice.

In concluzie, este necesara elaborarea unei abordari care si exploateze la maximum moartea
celulara mediata de ROS, prin combinarea terapiilor generatoare de ROS cu compusi care suprima
capacitatea antioxidanta a celulelor de GBM.

In afara de problemele metodologice asociate de obicei cu colectarea retrospectivd de date
si cu diferitele tehnici utilizate pentru determinarea markerilor moleculari, ambele cauzénd
pierderi de informatii, limitarea principala a acestei lucrari este legatd de dimensiunile reduse ale
populatiei analizate.

Avand in vedere rezultatele incurajatoare obtinute si lipsa datelor din literatura in ceea ce
priveste rolul parametrilor moleculari de stres oxidativ in evolutia clinicd a pacientilor cu
glioblastom tratati multimodal, ne propunem pentru viitor sa continuam cercetarea prin inrolarea

unui numar mai mare de pacienti.
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