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Capitolul 1
Date generale despre glioblastom

1.1. Noiuni de epidemiologiei neuroimagistic

Tumorile cerebrale primare afecteaan segment important din popuda incidena acestora
find estimat dup ultimele statistici la peste 10/100.000 de loauwtm. Se intalnesc la toate
grupele de varst i afecteaz aproximativ egal femeilei b rbaii (14.50/100.000 brbai i
15,07/100.000 femei in conformitate cu Registrul Temori Cerebrale din Statele Unite ale
Americii pe perioada 1998-2002, (14)). Dintre tuileorcerebrale primare peste 50% sunt
reprezentate de glioamele cerebrale, iar in catretor leziuni tumorale glioblastomul reprezint
forma cea mai frecventa (aproximativ 60% din tdtglioamelor) i cu prognosticul cel mai grav.
Glioblastomul poate sapar in orice regiune a SNCi la orice varst, dar cea mai frecventa
localizare este reprezentata de subatatb a emisferelor cerebrale, iar varsta de ajgaapatrine
indeosebidecadeia 5-ia 6-a de viata. Mult mai rar poateapar la nivelul trunchiului cerebral la
copil i, Tn mod exceponal, la nivelul mduvei spinrii, atat la copil cati la adult. Spre deosebire
de alte astrocitoame de grad mai mic, in cazubgtoamelor evolia simptomatologiei este mult
mai rapida iar prognosticul este infaust, cu oqeda medie a supravarii de la data diagnosticii
de aproximativ 6 luni—1 an.

Pe imaginea CT cerebral cu contrast se obserzon central de necroz (hipodensitate)
inconjurata de un inel de hipercaptare (zona det teisnoral activ — proliferativ), care la randul ei
este Tnconjurata de o zona de edem perilezionadubktarei albe din vecintatea tumorii
(hipodensitate) (Fig.1).

Fig. 1. Aspectul CT cranian cu substauale contrast al unui glioblastom temporal stang

Aspectul MRI este de asemenea sugestiv pentrulgditiom. Secventa T1 cu contrast ne acat
formaiune tumoral cu semnal heterogen, cu gadolinofilie periferia cu zona de hipo i
hipersemnal in centrul leziunii (Fig.2). Secwn2 ne arat o zon periferic important de
hipersemnal ce se intinde la distade leziune i care demonstreazona de edem peritumoral din
vecin tatea leziunii.



Fig. 2. Aspectul MRI cerebral cu substarde contrast al unui glioblastom de nuclei bazali

1.2. Noiuni de histopatologiei genetica

Din punct de vedere al criteriilor de clasificate ®MS, o tumora gliala gradul 1V (glioblastom)
o diagnosticm atunci cand pe langelelalte elemente caracteristice astrocitomuhaipdazic-grad
Il (mitoze, atipii nucleare), apare necroza vascularizaa de neoformae. Cu toate acestea,
glioblastomul este o tumora heterogesoninand atat astrocite relative bine diferate cat i
elemente celulare f nicio difereniere (Fig.3).

Un aspect deosebit de discutat este reprezentap@citatea de diseminare a celulelor de
glioblastom. Astfel, cei mai mulautori au sugerat caceste celule, numite sugestiv “guerilla cells”,
pot fi g site In substan alb pan la o distan de 2 cm fa de tumora primar Alte studii mai
recente au evideiat capacitatea celulelor tumorale de a infiltrastama alb la 3 sau mai mulcm
distan fa de tumora primarprin diseminare de-a lungul fibrelor subséralbe a emisferelor:
corp calos, fornix etc. Acest lucru limiteadrastic eficiera intervenei chirurgicale, tindu-se c
practic nu se pot stabilii rie limite de “securitate oncologica” in rezactumorilor sistemului
nervos central.

Din punct de vedere imunohistochimic, majoritate@belor de glioblastom coin celule
tumorale GFAP (glial fibrillary acid protein) poz#, un marker important de diferdéare al acestor
leziuni de metastazele cerebrale, cu care unegroseonfunda neuroimagistic. Anumite tumori, n
schimb, pot s fie GFAP negativei s fie pozitive pentru un alt tip de filament interdiagr de
proveniena glial : vimentina.

Fig 3. Aspectul microscopic al glioblastomului



Marea majoritate a glioblastoamelor (aproximativ@®0din totalul glioblastoamelor) apar de
novo, fr nici o leziune premergpare — glioblastoamele primare. Cu toate aceskest e i
glioblastoame ce apar prin dezvoltarea progreaintumorilor astrocitare de grad 11, respectiv Ill.
Cele dou tipuri de glioblastom nu se deosebesc numai pduhde evolue ci i prin mutaiile
genetice ce stau la baza aparilor.

Mutaiile genetice cele mai frecvente ce apar in glistolenul primar sunt reprezentate de
amplificarea i supraexprimarea EGFR, apa&iunor receptori EGF mutancu posibilitatea de
autoactivare ligand-independensupraexprimarea HDM2, supresia INK4A, loss oEhetygosity
(LOH) cromozom 10 p, muta PTEN i alterri ale expresiei genei Rb. Spre deosebire de
glioblastomul primar, in glioblastomul secundar aike genetice apar progresiv, ducand la
acumularea treptata acestora pe rmaura progresiei din gradul Il spre gradul Il respe IV.
Intervalul de timp de la progresia unui astrocitfimilar infiltrativ (grad 1) pan la glioblastom
(grad V) poate svarieze foarte mult, de la 1 an pana la mai maultd ani. in cazul glioblastomului
secundar, mutéle princeps ce apar la nivelul astrocitelor prsoare sunt reprezentate de mata
p53 isupraexprimarea PDGFR-alpha. Trecerea de lacstaonele de grad mic la cele anaplazice
se datoreaz in special LOH cromozom 19 gi modific rilor genei Rb. Modificrile finale
responsabile de apaai glioblastomului secundar sunt reprezentate dél lodbmozom 10 qi de
mutaia PTEN.

De i cauza primordial a glioamelor cerebrale, respectiv a glioblastomulu este cunoscutla
baza dezvoltrii acestora ar sta, la fel ca in cazul tumorilor cu alt localizare, apara unui
dezechilibru ntre proliferarea celulari fenomenul de apoptoz(moarte celular programat).
Acest lucru se reflectin creterea nunrului de celule dinesutul sau organul afectat cu dezvoltarea
ulterioar a unui proces neoplazic. Desigur pe lang modific rile de ordin cantitativ, in popuia
celular survin i modific ri calitative ce altereazfenotipul normal a celulei/celulelor de origine al
procesului tumoral, cel mai frecvent fiind vorbawaeproces de dediferegere, respectiv de pierdere
progresiv a caractereloresutului matur din care provine tumoriade recatigare a unui fenotip
asemn tor cu cel alesuturilor embrionare.

1.3. Terapia actuaktandard Tn glioblastom

Terapia standard actuadonst in rezeda neurochirurgicala tumorii, In toate cazurile in care
acest lucru se poate facer f riscuri majore pentru pacient, urmade efectuarea radioterapiei
-whole-brain” cu o doz total de pan la 60 Gray, in asociere cu chimioterapia cu dgen
antialchilani (38). Importanta primordiala a rezes neurochirurgicale in cadrul acestui tratament
multimodal rezult din studii recente ce demonstrear legtura direct intre extensia rezdei i
perioada medie de supraw@e a pacierior (34). Pe de alta parte, interv@nchirurgical nu poate
vindeca aceastafeciune, astfel incat rezea nu trebuie s determine deficite neurologice severe
pacientului. Astfel, inh cazurile in care tumoraedstalizat profund, invadeazstructuri vitale ce nu
pot fi rezecate, sau starea generalpacienlor este precar se prefer efectuarea unei biopsii
stereotactice, interveiea minim invaziv ce se poate efectua in anestezie local i care permite
stabilirea unui diagnostic histo-patologic exact.

Radioterapia se asociain mod obligatoriu in speramde a distrugei celulele infiltrate la
distan de patul tumorali de a prelungi perioada de apgria recidivei. Perioada relativ mide
supravieuire a pacientului (perioada medie de suprawmie dup chirurgie iradioterapie este de
numai9 luni) permite administrarea unei doze marfadiaii, Intrucat efectele secundare tardive ale
radioterapiei apar de regudup 9-12 lunide la efectuarea ei. Din doza de maxihdé Gray, 40 de
Gray sunt administra pe intreg encefalul (whole brain)i aproximativ 15-20 de Gray se
administreaz la nivelul tumorii.



In cazul persoanelor in varsta de peste 65 de-andeamonstrat faptul ca nu exisi diferen
important in perioada de supravigre a pacierilor la care s-a practicat rezéc neurochirurgical
urmat de radioterapie fa de cei la care s-a realizat simpla biopsie urnd radioterapie (35).
Exist mai multe criterii care ne pot ajuta in selectapaaienilor in vederea efectuii biopsiei
stereotactice (38). Astfel paciéra care nu este indicatezecia tumoral extins sunt ceicu:

- tumor voluminoas localizat la nivelul emisferului dominant

- glioblastom extins in ambele emisfere, de reguin invazia corpului calos (glioblastom in
fluture)

- varsta peste 65 ani

- stare general i neurologic alterat.

Agenii chimioterapeutici utiliza n glioblastom sunt ageinalchilani care au inso aciune
modest, cu efecte semnificative in doar 10% din cazuB)(2ei mai utilizai, i cu eficacitate
similar , sunt: carmustine (BCNU), CCNU, procarbazimisplatin. Intrucat adunea lor se exercit
prin alchilarea lamlui ADN, eficacitatea lor este crescuh cazul persoanelor ce prezininhibi ia
prin metilare a genei responsabile de sinteza eizi@-metilguanina-DNA metiltransferaza.
Aceast enzim contracareaz efectele chimioterapiei alchilante, astfel o satesczut a ei
poteneaz aciunea ageifior alchilani (19). O metod de cretere a eficacit ii chimioterapiei ar fi
cre terea dozei administrate. Datoriipsei specificit ii substarelor chimioterapedutice utilizate la
momentul actual, acest lucru ar determina efecteirgiare sistemice majore. Astfel s-a incercat
administrarea intracarotidiama carmustinei pentru a cte concentraa substarei la nivelul tumorii
f r a crete concentraa sistemic (6; 30). Au aprut ins efecte secundare cerebrale cum ar fi
leucoencefalopatia toxicitatea retiniancu scderea acuitii vizuale.

O alt metod de cretere local a concentraei chimioterapicului, fr cre tere sistemic, o
constituie implantarea la nivelul patului de reetumoral, in timpul intervenei neurochirurgiale,

a 4 pan la 8 capsule polimerice impregnate cu carmustteste capsule eliberealent agentul
chimioterapic pe o perioadie 2-3 spt mani irealizeaz o cretere a concentrgi de pan la peste
100 de ori comparativ cu administrarea sistenmtravenoas a acestei substan(29). Exist studii
care au demonstrat o ctere a perioadei medii de suprauiee de la 40 la 53 de [gt mani pentru
cazurile de glioblastom de novo (57). Cu toate teeged~ood and Drug Administration a aprobat in
Statele Unite ale Americi utilizarea acestor capsoipregnate cu carmustin doar pentru recurentele
de glioblastom. Una dintre cele mai pronvare substae alchilante i cu cele mai pune efecte
secundare este temozolamida. Este utilizatglioblastomul nou diagnosticaitse administreazin

doz de 150mg/m2 zilnic timp de 5 zile/lun6-8 cicluri sau panla apariia semnelor de toxicitate
sistemic (in principal toxicitate medulaj.

In concluzie, tratamentul acceptat la ora actyséntru paciefi cu glioblastom const in
intervenia neurochirurgical de exereza tumorii sau biopsia stereotactizurmat de radioterapie
cu o doz total de pan la 60 Gray i administrare de temozolamid. Tn ciuda acestuiagement
terapeutic complex, perioada medie de suprawie a unui pacient cu glioblastom nu depte de
regul 12 luni, astfel incat trebuie identificate noiwsalterapeutice.

1.4. Terapii celularei moleculare in glioblastom

Prognosticul sumbru al glioblastomului, aw regul este recidiva postoperatorie, ne oblig
aprofundarea elementelor de genetichbiologie molecular in speram identific rii unor terapii
celulare/moleculare complementare careaselioreze evolia nefast a acestei afewni. Printre
terapiile experimentale moderne ce se inceacfi dezvoltate se num terapiile celulare i
moleculare.

In condiii normale, celulele transformate neoplazic sueniificate i distruse de dre sistemul
imunitar, proces numit ,supraveghere imunologic&imfocitele ,natural killer” (NK) i T
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citotoxice sunt responsabile de acest fenoriénd4).Celulele canceroase ce sunt capabile datorit
unor mutaii genetice s eludeze acest mecanism imunologic vor dezvolerialt diverse tipuri de
tumori maligne. Mai mult, pe mura ce progresegztumora canceroasi i dezvolt mecanisme
moleculare ce induc imunosupresia organismului ga&dest fapt a fost observat in special in cazul
glioamelor maligne 13; 61) Printre mecanismele imunologice afectate se manscderea
reactivit ii celulelor T (17; 18),precum i sc derea afinit ii receptorilor celulelor T pentru
citokinele proinflamatorii (41).

S-a demonstrat experimental activarea sistemului imun compromis prin diversecpdee
poate s obin eradicarea neoplaziilor induse experimentablaceii de laborator (22; 37).

Printre primele terapii celulare dezvoltate in lglastomul experimental s-a nurat utilizarea
unor limfocite killer activate nespecific prin expare la citokinei inocularea stereotactida nivelul
tumorii cerebrale. Aceste ncercau avut rezultate dezamitoare tocmai prin faptul crealizau o
activare nespecifica limfocitelor killer. Tn contrast cu aceste tetinulterior s-au dezvoltat metode
de activare specifica sistemului imunitar prin expunerea celulelordi@ite i a limfocitelor T la
aciunea unor antigeni tumorali, urmatle inocularea lor in organismul gazdAcest procedeu
confer o vaccinare a organismului expansiunea clonelor celulelor T citotoxice aatés specific
impotriva unor antigeni prezanin celulele tumorale, fapt ce conduce la distrageintita a
acestora. Prin aplicarea acestor tehnici in labo¢ modelele in vivo de glioblastom s-auinbt
rezultate favorabile (20)

Cel mai studiat tip de terapie celulara in gliotdas din ultima decad este reprezentat de
imunoterapia cu celule dendritice. In acest tigetapie se recolteazle la pacient (fie prin purie
medular fie prin leucofere monocitele nedifereiate. Acestea sunt cultivaté sunt supuse unei
aciuni de diferenere de ctre celule dendritice prin utilizarea unui cokid citokine ce come in
special granulocit stimulating factor (GSCi) Interleukina 2 (IL-2), dup care sunt pulsate prin
electroforez cu antigenele extrase din probele de glioblastecnltate intraoperator. Aceste celule
dendritice vor fi utilizate ulterior in scopul vaacrii s pt manale a pacientului pe o perioada de 6-8
S pt mani.

Cutoate c aceast tehnic a avut rezultate experimentale preliminarii protaiare, in momentul
ini ierii trialurilor clinice, prelungirea perioadei daupravieuire a pacienlor tratai prin aceast
metod a fost modest

Un exemplu de terapie celulain glioblastom este cea care utilizeazlule stem (fie stem
neurale, fie stem mezenchimale) transfectate cie gemoricide, care au cant celulele de
glioblastom diseminate in substarcerebral Dovezile experimentale ce gau tropismul celulelor
stem neurale pentru xenogrefele de glioblastomestlad at dezvoltarea unor terapii experimentale
ce utilizau aceste celule ca vectori celulari pesubsta® cu adune tumoricid fie direct, cum ar
fi TRAIL, fie indirect prin activarea limfocitelor T citotoxice, cum arlE-12 (21). Din p cate
celulele stem neurale sunt greu deimlt de la pacient, astfel caplicarea acestei terapii
experimentale 1n cliniceste destul de dificil Tn acest context s-auuatat alte tipuri de celule care
s fie utilizate ca vectori celulari antitumorali. @rul de cercetoride la Anderson Cancer Research
Institute din Texas, condus de Nakamizo, aaarpentru prima oara in 2005 d celulele stem
mezenchimale manifestin tropism pentru xenogrefele de glioblastong, utilizarea lor ca vectori
celulari pentru substamtumoricide poate reprezenta o alternaté/folosirea celulelor stem neurale
(42). Evaluarea eficiemi in vitro i in vivo (pe animale de laborator) a acestei rexapii
experimentale a €ut obiectul proiectului de cercetare Gliostemdc@EEX 176/2006), iniat de
autor sub coordonarea Prof. Dr. A.V.Ciureiaya fi tratata pe larg in capitolul 5 al tezeidiectorat.

Primele terapii moleculare au utilizat subs¢éacu adune tumoricid inoculate intratumoral prin
tehnica stereotacticcum ar fi Interferonul alfai beta, IL-2, TRAIL etc. Ulterior aceste subs@aau
fost integrate Tn vectori non-celulari, cum arigolzomii. Acetia permiteau penetrarea intracelular
prin membrana celulay ins intr-o manier non-specific. Pentru a creée gradul de specificitate, s-
au utilizat molecule cu aane antitumoral cuplate cu un anticorp specific pentru un anumiige n



tumoral. Unul dintre cei mai specifici antigeni torrali Tn glioblastom este tenascina, o proteiare

a fost detectatin peste 90% din glioblastoar(®0). Riva i colaboratorii au descris pentru prima
dat utilizarea a doi anticorpi monoclonali BC-PBC-4 in trialuri clinice. BC-2 a fost cuplat ¢od
radioactiv 131 i a fost inoculat intratumoral la paciércu recurere de glioblastom (51; 52; 53).
Dezvoltarea anticorpilor umani impotriva BC-2 (aatpi de oarece) scade ingficiena acestui tip
de terapie experimental

O alt int utilizat a fost receptorul epidermal de ¢e¥e, EGFR, intrucat acest tip de receptor
este supraexprimat intr-un procent important debddistoame. Un trial de faza Il in care s-au atiliz
anticorpi monoclonali anti EGFR cupllacu iod radioactiv | 125 a demonstrat lipsa efleate
secundare. Cu toate acestea, prelungirea perioshi de supravieire nu a fost semnificativdin
punct de vedere statistic (11; 40)

Pe lang forma comun, wild-type, de EGFR, in peste 50% din cazurileglieblastom s-a
identificat o form mutant, numit EGFR vlil. Mutaia const in deleia unui fragment ce coine
grup ri—NH2 de la nivelul extracelular al receptorukonstituind astfel o varianentigen specific
diferit de forma comun i cu o specificitate Tnhaltpentru glioamele maligne. Astfel, dezvoltarea
unui anticorp monoclonal specific pentru aceadsrm mutant de EGFR, cai transportor de
substare antitumorale, poate constituii un mijloc eficielettratament pentru glioblastom.

In ciuda unor rezultate incurajatoare inbte prin utilizarea anticorpilor anti-tenascinpdai cu
izotopi radioactivi, utilizarea imunoterapiei seriare cateva limiti importante. Eecul identific rii
unei proteine de suprafacare s joace un rolcheie in procesul de proliferare leeluva conduce la
limitarea acestui tip de terapie. De asemerieand cont de heterogenitatea celultrarte mare a
glioamelor maligne, este evident faptulen singur antigen nu va fi suficient 8e folosit ca int
pentru orice formde terapie.

Una dintre cele mai interesante diiecde dezvoltare este reprezentatle izolarea i
caracterizarea a-numitelor celule stem tumorale din glioblasto®)(2DDescoperirea acestor celule a
reprezentat un pas important in dezvoltarea coobgpde oncogenezin glioamele malignei
constituie un punct de cotituin dezvoltarea de noi terapii in glioblastom. Aktf’ intirea” a a
numitelor celule stem tumorale (recent izolatedin glioblastom) utilizadnd molecule ce induc
diferenierea acestor celule (terapia de difee=e) reprezint cea mai noutendin in tratamentul
glioamelor cerebrale maligne. Evaluarea efi@@ém vitro i in vivo (pe animale de laborator) a
acestei noi terapii experimentale constituie ohibeptoiectului de cercetare Tumorstem (PNCDI Il
41 035/2007) iniat de autor sub coordonarea Prof. Dr. A.V.Ciurega fi tratat pe larg in capitolul
6 altezei de doctorat.

Inainte de a prezenta concluziile proiectelor deeetare referitoare la eficienacestor terapii
experimentale la nivel in vitro (pe culturi celdate glioblastom)i in vivo (pe animale de laborator
imunosupresate), vom descrie mai intai catevaumode baza legate de geneticabiologia
moleculara a glioamelor cerebrale maligne (prezentam Capitolul 2). Ulterior vom descrie
experimentele desfurate de autori colaboratori, care au avut ca rezultat dezvodtanedelelor
experimentale de glioblastom, atat a modeluluiiirodescris Th Capitolul 3) cata modelului in
vivo (descris in Capitolul 4). Acest lucru este @b necesar intrucat pama momentul inierii
experimentelor ce vor fi descrise in teza de dat¢toin Roméania nu existau astfel de modele
experimentale.

Finalul tezei de doctorat 1l vom dedica unui dornefoarte recenti extrem de promitor:
terapiile personalizate n glioblastom ce utilizeaiRNA in scopul blocrii concomitente a genelor

i ¢ ilor de semnalizare perturbate in aceasta mfee deosebit de sevefdescrise in Capitolul 7).
Mai mult, in acest tip de terapie vor fi identifieale la caz la caz muiite genetice ic ile afectate,
astfel incat se va putea sintetiza un ,coktail’iviual de molecule siRNA, specific pentru fiecare
bolnav in parte.



Capitolul 2
Elemente de genetic i biologie molecular in
glioamele cerebrale maligne

2.1 Elemente de biologie moleculale ciclului celular. Apoptoza

2.1.1. Ciclul celular

Cu toate c proliferarea celularsusinut este esemal n cadrul procesului de embriogengz
controlul acestei proliferi este foarte important la organismele adultectopsil p str rii arhitecturii
normale a esuturilor. Astfel, mecanismele de control ale dunii celulare sunt printre primele
afectate in fenomenul de carcinogend2in acest motiv cunogerea elementelor moleculare ce stau
la baza inierii, desf ur rii i stop rii diviziunii celulare este importantin procesul de identificare
a cauzelor ce inaz oncogeneza.

Ciclul celular al unei celule eucariote este impin 4 faze: fazd51 — faza de sintezproteic n
scopul creterii masei i volumului celular ide sintez a nucleotidelor ce vor fi integrate in noul lan
de ADN, fazaS — faza de replicare a larui ADN, fazaG2 — faza de sintezproteic i faza final,
fazaM — mitoza cand are loc procesul efectiv de sepaarelor dou celule fiice. Tn cadrul fazei
G1 celula eucariotadult poate s r man intr-o faz special, numit GO, in care nu se divide.
Aceast etap poate dura de la cateva ore pdancaiva ani. Celula poate iein orice moment din
faza GO i s treac n etapa G1 sub influen factorilor externi. Existtrei momente in cadrul
ciclului celular (aa numitele “checkpoints”) cand se poate realizacdmea sau din contr
ini ierea/continuarea ciclului celular (Fig. 4) (2).
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Fig. 4. Principalele puncte de control (checkpoints) ad@tui celular (Dupa Alberts modificat)

Dintre cele trei, de importaa primordial este momentul G1/S cand are loc practideirda
duplic rii lan ului ADN ce va asigura transmiterea fidal informaiei genetice de la celula marta
celulele fiice. Acest checkpoint este influgtde factorii extracelulari, deosebit de imporitémtr-un
organism multicelular, cum ar fi factorii de ciere (Fibroblast growth factor - FGF, Epidermal
growth factor - EGF, etc). Urntorul prag este la momentul G2/M, cand se va dede&danarea
procesului de mitoz De i acest fenomen este mai spectaculos din puncederg al fenomenelor
vizibile microscopic, este de importarsecundardin punct de vedere al controlului ciclului celula
El este influerat intr-o oarecare rsur de factori externi, dar factorii interni sunt ceijoac un rol



mai important, respectiv declarea lui este condonat de replicarea completa lanului ADN.
Mai exist i un al treilea checkpoint in cursul fazei M, cdeegeprezentat de alinierea coreat
cromozomilor la nivelul fusului mitotic. Acest fem@n va permite finalizarea mitozeiincheierea
ciclului celular.

Desf urarea repetitiv a acestor fenomene este rezultatul unei vao&lice a concentraei
unor proteine cheie: ciclinele. Aceste proteineesuun proces periodic de sintemrmat de
acumulare intracelular i respectiv de degradare urmatle scderea concentrgi, fapt ce
declaneaz in mod succesiv fenomenele asociate ciclului eeluAceste proteine singure nu sunt
capabile s interacioneze cu alte proteine responsabile de deai@a unor procese specifice
asociate ciclului celular (sinteza ADN, sinteza tpio, asamblarea fusului mitotic etc.). Ele
constituie doar un fel de ,orologiu” intern ce sowizeaz perfect etapele succesive ale ciclului
celular, ,orologiu” ce poate fi ,oprit”i Jepornit” prin influena factorilor extracelulari la nivelul
punctelor critice (checkpoints). Pentru a putea isexercite periodic influerle asupra
comportamentului celular, ciclinele @neaz in tandem cu o altfamilie de proteine numite kinaze
ciclin-dependente (Cdks = cyclin-dependent kinasesg au o concentia relativ constant pe
parcursul intregului ciclu celular. Prin cuplaresipdic cu aceste proteine, se formeapmplexe
proteice active cu activitate kinazicAstfel, complexele proteice, prin transferul ugaip ri fosfat
(provenit din scindarea adenozintrifosfatului — ATP adenozindifosfat — ADP) la nivelul unei
tirozine sau treonine din structura moleculei pio®teint , realizeaz activarea unor proteine cheie
ce inilaz evenimentele responsabile de deda®a i intre inerea ciclului celular (sinteza ADN,
sinteza proteig condensarea cromozomilor, asamblarea fusuluitimiggc). Tntrucat fiecare etap
1 idesf oar propriile procese, existmai multe tipuri de cicline. Fiecare cicliatinge concentra
maxim la un moment bine determinat al ciclului celuldeclanand anumite fenomene specifice.
Activarea i specificitatea de substrat in cadrul complexuiglin -Cdks este dat de ciclina
respectiv. Spre exemplu, M ciclinele prin cuplarea cu Caksnbmentul tranziei G2/M vor activa
prin fosforilare proteinele cheie responsabile dendensarea cromozomilor, dezasamblarea
inveli ului nuclear, asamblarea fusului mitotic etc. (2).

2.1.2. Apoptoza

intrucat controlul nunrului de celule ale unuiesut sau organ se face fie prin infleea
prolifer rii celulare, fie prin activarea procesului de ajoap, este important sschi m i substratul
molecular al fenomenului apoptotic.

Desf urarea procesului apoptotic este rezultatul actiwnei famili de proteaze denumite
genericcaspaze(denumirea provine de la faptul au la nivelul situsului activ cisteinaac ioneaz
prin clivarea proteinelor substrat la nivelul adiduaspartic) (2). Ele sunt sintetizate in form
inactiv ca i procaspazei sunt activate de tre alte caspaze. Astfel activarea caspazelor $acea
ca o reade in lan cu amplificarea in cascada semnalului ce va avea ca rezultat un efect
autodistructiv foarte intens. La finalul cascadeizienatice, sunt activate acele caspaze care
acioneaz direct asupra anumitor proteine structurale cedul&pre exemplu anumite caspaze
scindeaz laminina, producand dezintegrarea membranei niglegltele activeazenzimele ce
cliveaz ADN-ul, altele dezintegreazmembrana mitocondrial In principal sunt intite acele
molecule ce servesc caschelet al membranelor sau sunt componente tsctieletului, respectiv
macromolecule cheie pentru celglum ar fi lanul ADN.

Apoptoza poate fi iniat de ctre semnale din mediul extracelular (calea extcinsgsau poate fi
activat datorit unor modific ri survenite in interiorul celulei (calea intrinsg¢c Trebuie menonat
faptul ¢ i1n cele mai agresive tumori calea intrinsecapoptozei nu dispare total. Spre exemplu la
modelul experimental de glioblastom U87, cel madodd in laborator, s-a identificat prin metode
imunohistochimice prezean markerilor apoptotici apamand cii intrinsecicum ar fi Bax, caspaza 9

i caspaza 3, aceastlescoperire aducand o Tmbtinire substanal acestui model experimental
(63).



2.2 Rolul receptorilor de membrain procesul de proliferare celular

2.2.1. Receptorii tirozinkinazci
Dintre proteinele ligand ce activeaeceptorii tirozinkinazici mefn m pe cei mai importan
i cu implicaii n ini ierea Vsau progresia tumorilor cerebrale: factorul de tere epidermalEGF

— epidermal growth factor), factorul de dexe fibroblastic FGF — fibroblastic growth factor),
factorul de cretere derivat plachetaPDGF — plateled — derived growth factor), factorul de tere
endotelial vasculaMEGF — vascular endothelial growth factor)factorul de cretere neuralNNGF
— nerve growth factor). Tntrucat acest tip de péae are un singur domeniu transmembranar, este
foarte important oligomerizarea acestora pentru ca modificareaccordional s fie transmis de
la componenta extracelularactivat de ligand la componenta intracelulacu activitate
tirozinkinazic intrinsec. Tn anumite cazuri procesul de oligomerizare sedpce Tn momentul
leg rii ligandului. Tn alte cazuri receptorii sunt dejéigomerizai (fie ca dimeri fie ca oligomeri) in
momentul cuplrii cu ligandul. Ca urmare a acestui fenomen esideat faptul ¢ i factorii de
cretere ce adoneaz ca liganzi fie sunt dimeri (ca de exemplu PDGHK,sunt polimeriza (prin
legarea de macromolecula de heparansulfat cuntes@pih in cazul FGF), fie sunt monomeridar au
dou situsuri active ceea ce le permite interactionatean receptor dimeric (ca in cazul EGF) (Fig.

5) (2).
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Fig. 5. Prezentarea schematia doi receptori tirozinkinazici: EGFRPDGFR

in cazul in care receptorii sunt iali monomerici, cuplarea cu un ligand dimeric, esgxemplu
PDGF, produce dimerizareai a proteinei receptor coresputzare. Astfel, componentele
intracelulare cu activitate tirozinkinaziale celor doumolecule PDGFR (plateled — derived growth
factor receptor) ajung suficient de aproape unacealalt ncat s se produc fenomenul de
fosforilare incruciat . In cazul in care moleculele receptor erau dejeedizate, cuplarea cu ligandul
induce o rearanjare a paei relative ale celor doumolecule astfel incat situsurile enzimatice active
intracelulare s fie poziionate suficient de aproape una de cealpdintru a-i exercita activitatea
enzimatic (Fig 9) (2). Aceastfosforilare incruciat a receptorului este un fenomen crucial intrucat
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alterarea conformeei intracelulare a receptorului determiuplarea cu diverse molecule ce
contribuie la transmiterea semnalului intracelpladiverse d de semnalizare.

Dintre numeroasele proteine implicate in procesurdnsmitere intracelulaa informaiei de la
receptorii tirozinkinazici activd trei sunt printre cele mai importante: ProtelRas, Fosfolipaza C-
(PL C-), Fosfatidilinozitol 3-kinaza (PI 3-kinase).

2.3 Modific rile genetice responsabile de procesul deei@ i progresie tumoral
al astrocitoamelor

Fiecare din mecanismele descrise in paragrafeteegeste joacun rol important in procesul de
proliferare celular. Perturbarea oricui component al acestor mecanisme poateairsau poate
contribui la procesul de progresie tumoral astrocitoamelor. Tn acest subcapitol vom descri
principalele mutai genetice ce contribuie la transformarea uneuleegliale normale intr-o celul
tumoral i le vom grupa inand cont de principalele mecanisme intraceluldes control al
proliferarii.

2.3.1. Perturbarea ciclului celular i a apoptozei

S-au acumulat numeroase dovezi experimentale cate@ mutaia genei p53, localizatpe
braul scurt al cromozomului 17, sau dedel7 p, reprezintevenimentul iniator major in progresia
tumoral a astrocitoamelor de la gradul 1l la gradul lilin final la forma cea mai malignde
glioblastom. O proteinp53 inactiv face posibil acumularea progresiva mutaiilor genice, cu
amplificarea potemalului oncogenic de la un ciclu celular la alt@xplicand fenomenul de
dedifereniere ce are loc la glioamele de grad mic (Z®)le ia 17 p sau muta genei p53 se gete
in aproximativ o treime din astrocitoamele adultulsugerand importaa acestei muta ca
eveniment iniator al astrocitoamelor de grad mic (33). Trebsubliniat faptul ¢ prin ea insd
mutaia singular a proteinei p53 nu inaz tumorigeneza in astrocitomul normal, fapt demautstr
experimental (32;15). Acest lucru este explicah gaptul ¢ p53 in sine nu stimuleaproliferarea
celular, Tn schimb permite acumularea altor miutgenetice ce vor concura in final la apiari
fenotipului tumoral. De asemenea existudii la paciem cu astrocitoame anaplazice, la care s-au
realizat biopsii seriate 1n timp care au demonstrat prezammutaiei p53 la peste 90% din pacién
ce au avut anterior ca rezultat al biopsiei diaoosde gliom grad Il (58). Un alt argument
important ce subliniazrolul mutaiei p53 ca i eveniment princeps in imrea transfornrii
tumorale a celulei gliale este tendipacienlor cu sindrom Li-Fraumeni de a dezvolta astramite
(33). Setie ¢ pacienii cu acest sindrom au o mutaa genei p53 la nivelul liniei germinale.

Dup cum am descris anterior, pe lanmp3, mai existo alt protein implicat in procesul de
control al ciclului celular, proteina Mdm2 (HDM2jupraexpresia acestei proteine poate inactiva
p53, rezultatul fiind oarecum similar cu cel al migi genei p53. Astfel, amplificareai
supraexpresia genei Mdm2 este intalfrikcvent in glioamele maligne (grad IillV), fiind pe locul
doi ca frecven dup amplificarea genei de sintea receptorului factorului de ctere epidermal
(EGFR) Spre deosebire de mutap53 care este specifiatat glioamelor de grad lii I, cat i
glioblastomului secundar, amplificareasupraexpresia Mdm2 (HDM2) este frecvent intalni
glioblastomul primar.

O alt mutaie cheie, foarte importantdeoarece se gete frecvent in glioblastomul primar
poate explica agresivitatea deoselsit acestuia este cea a locusului supresor tumdp&INZA,
localizat la nivelul 9p21, meionat in subcapitolul 2. Acesta codifidou proteine ce joacun rol
cheie in reglarea ciclului celular. Prima este @it p14ARF ce inhibsinteza HDM2 stimuland
astfel expresia p53 ce suprinproliferarea celular (39). Astfel, o mutae a acestei proteine
determin accelerarea proliferii celulare prin degradarea contina p53 via HDM2 (56). Cea de-a
doua protein sintetizat de ctre acelai locus este INK4A ce in mod normal moduleaz timpul
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fazei G1 interagunea dintre complexul CiclinaD-Cdk4 complexul E2F-Rb, inhiband exprimarea
E2F i sinteza ciclinelor fazei de traniei G1/S, avand astfel un efect de stopare al erofif
celulare. Mutaa locusului CDKN2A este frecvenin glioblastomul primar fa de cel secundar (9).
Agresivitatea deosebita glioblastomului primar este explicate faptul c o mutaie a acestui locus
determin inactivarea a douproteine cheie inhibitoare ale prolifeli celulare ce adoneaz prin
dou mecanisme independente (p14ARF via pSBIK4A via E2F-RDb) (33).

2.3.2. Perturbarea funciei receptorilor tirozinkinazici

Celulele gliale normale au nevoie de preaefactorilor de crdere pentru a supravia i
prolifera Tn scopul inlocuirii celulelor distrusee ddiverse injuri. Cu toate acestea, stimularea
excesiv pe calea receptorilor factorilor de dexe i pe cile de semnalizare intracelulare are ca
rezultat o proliferare celularnecontrolat cu dezvoltarea diverselor tipuri de tumori. Dintre
receptorii tirozinkinazici implica in procesul de oncogeneglial cei mai importan sunt EGFR,
PDGFR i VEGFR. Supraactivarea acestora se poate producer@i multe mecanisme dugum
urmeaz: a. supraexpresia cu cterea numrului de receptori ancornala nivelul membranei
celulare, b. sinteza unui numnormal de receptori dar cu o structanormal care produc un
r spuns mai intensi mai prelungit la cuplarea cu ligandul, c. sirgatea unor receptori care sunt
constituional activi indiferent de prezemin mediul extracelular a factorului de ¢ege i d. mutalii
ce apar la nivelul moleculelor componente aldoc de semnalizare intracelulare activate deec
aceti receptori i care vor fi detailate in paragrafele utoare.
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Fig. 6.Principalele mutai genetice responsabile de procesul dedre i progresie tumoralal
astrocitoamelor (modificat dugHussaini)

2.4 Genetica glioamelor maligne

Glioamele sunt cele mai frecvente tumori cerebpalenare (38). Marea majoritate a acestora
sunt tumori cu o evolie malign. Spre exemplu glioblastomul, cea mai frecvdommor glial este
una dintre cele mai agresive tumori ale sistemuodérivos central (38). Luand in considerare aceste
date, putem ielege importam studierii mutailor genetice Tn cadrul glioamelor din perspectiva
dezvolt rii unor noi soluii terapeutice care sinclud terapii intte moleculare in scopul coreci
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modific rilor de la nivelul receptorilori a c ilor de semnalizare intracelulare responsabile de
transformarea tumorala celulelor gliale. Tn cadrul acestui subcapitoirv detaila modificrile
patologice moleculare ale celor mai frecvente tungliale, descrise in ordinea cregmre a
malignit ii acestora, punand evident accentul pe cea maigmali totodat cea mai frecvent
tumora glial : glioblastomul

2.4.1. Glioblastomul multiform

Acest tip de tumor este cel mai maligni reprezint aproximativ 60% din totalul tumorilor
astrocitare (64). Este compudin celule ce prezinttoate criterile de malignitate: difereere foarte
redus, mitoze frecvente, pleomorfism celular nuclear la care se adauin mod caracteristic
neovascularizae i mai ales zone de necroge pot cuprinde pania aproximativ 80% din masa
tumoral (33). De asemenea aceste tumori manifesinfiltrare extensiv la nivelul ganglionilor
bazali, ai cortexului cerebrai mai ales la nivelul emisferului cerebral conttatal prin intermediul
corpului calos. Cea mai mare parte este reprezetéaglioblastomul primar (peste 80%); tip de
tumor ce apare de novorf a exista o alttumor premergtoare ei. in celelalte 20% de cazuri, se
descoper ini ial o tumor de grad mic Il sau lll ce se transforprintr-un proces de dediferentiere,
dup un interval de céva ani, intr-un glioblastom - gradul IV. Chiar dadin punct de vedere
histopatologic aceste subtipuri tumorale de glistolen nu pot fi diferemte, exist numeroase
elemente genetice ce le deosebesare aratc mutaii ale unor tipuridiferiti de receptoric ide
semnalizare stau la baza patogenezei acestor&l Astfazul glioblastomului primar putemsg mai
frecvent urmtoarele tipuri de muta genetice: supraexpresia EGFR, amplificareaupraexpresia
HDM2, deleia INK2A, deleia 10p i10qg, mutaia PTEN ialterarea cii Rb.

Spre deosebire de glioblastomul primar, in cel séause produc muiagenetice progresive ce
determin o acumulare treptatde noi trs turi de malignitate ce vor determina in timp
dediferenierea in forme din ce Tn ce mai agresive. Astfelfincie de severitateai num rul
mutaiilor genetice aprute, progresia tumorakpre globlastomul secundar poatalsreze intre 1 an

i 10 ani (44). Pasul inal este reprezentat de apariunei mutai p53 sau de supraexprimarea
PDGFR la nivelul unui astrocit diferaat sau a unui precursor glial. Urtarul pas este reprezentat
de transformarea astrocitomului gradul Il in astoon anaplazic, grad Ill, cel mai frecvent printr-o
deleie 199 sau mut# la nivelul genei Rb. Etapa finatle transformare in glioblastom presupune
apariia deleiei 10g i a mutaiei PTEN (33). Pe lang mutaiile care inactiveaz aceste gene sau
determin sinteza unor produproteici inactivi, mai pot sapar i inactiv ri ale unor gene prin
hipermetilarea promoterilor respectivi, cum senmd n cazul genelor p53, Rbpl4ARF.

Capitolul 3

Dezvoltarea modelelor in vitro de glioblastom

Glioblastomul reprezintcel mai frecvent tip de tumocerebral primar . In ciuda tratamentului
complex aplicat (intervei® neurochirurgical radioterapie i chimioterapie), prognosticul este
infaust, cu o perioada medie a supravi@ de la data diagnosticii de aproximativ 6 luni— 1 an.
Devine astfel evidentnecesitatea dezvoltii unor terapii complementare — adjuvante careserce
dac nu vindecarea bolii, cel pino cre terea perioadei de suprawée. Testarea oricei forme de
terapie se face inal pe modele in vitro de glioblastom (culturi clake) i ulterior pe modele in vivo
de glioblastom (xenogrefe tumorale), duare se trece la etapa trialurilor clinice.

Inainte de a prezenta concluziile proiectelor decetare referitoare la eficienacestor terapii
experimentale la nivel in vitro (pe culturi celdate glioblastom)i in vivo (pe animale de laborator
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imunosupresate), vom descrie in cadrul acestutalape zvoltarea modelelor experimentale in vitro
(culturi celulare primare, secundare linie stabilizat de glioblastom), urmand ca in cadrul
capitolului urmator sa descriem dezvoltarea modelul vivo (xenogrefe de glioblastom). Acest
lucru este absolut necesar intrucat panmomentul inierii experimentelor ce vor fi descrise in teza
de doctorat, in Romania nu existau astfel de moebgderimentale.

Modelele in vitro i in vivo de glioblastom au fost dezvoltate cu ppul financiar al proiectelor
Gliostemcel (CEEX 176/2006) Tumorstem (PNCDI 11 41_035/207) ca urmare a unei colabar
stranse intre Spitalul Clinic de Urgenta “Bagda&eseni”, Institutul Naional de cercetare-
dezvoltare pentrutiin e Biologice, Institutul de Virusologie tefan S. Nicolau” i Universitatea
Bucure ti.

3.1. Culturi primarei secundare de glioblastom

In vederea oflinerii culturilor celulare primare de glioblastosunt necesare o serie de etape
experimentale.

3.1.1. Prelevarea fragme ntelor tumorale

Fragmentul deesut tumoral este prelevat prin abord chirurgicraiad.

Tehnicile de prelevare chirurgicalale fragmentului tisular tumoral sunt biopsia desc
intraoperatorie respectiv biopsia inchisa stereitac

Biopsia deschisintraoperatorie se realizeain timpul exerezei chirurgicale totale sau pde a
tumorii cerebrale. Este la latitudinea chirurgudei a alege fragmentele tumorale semnificative care
trebuie trimise pentru examen anatomopatologic/mexaextemporaneu pentru crioconservare.

Biopsia inchis, stereotactic neasistat de metode de imagisticde tip metabolic (Positron
Emission Tomography - PET), pune probleme de adegeroneiinta cea mai elocventpentru
gradul tumoral maxim de malignitate. Fragmentelmdrale sunt micii dificil de procesat. Acest
procedeu se practicin cazul tumorilor profunde sau localizate in alocvente, la care tehnica
neurochirurgical clasic ar presupune expunerea pacientului la riscuradaperatorii prea mari.
Intraoperator se preleveain condiii sterile unul sau mai multe fragmente sugestimeanumite
tuburi de recoltare. Tuburile de prelevare suntiglé/acutainer steril, tuburi vidate. Tuburile sunt
preincrcate cu 4 ml de ser fiziologic sau mediu de calldMEM la 37°C, steril.

3.1.2. Prelucrarea fragme ntelor tumorale recoltate

Prelucrarea fragmentelor se realize@econdiii de perfect sterilitate, in hota de lucru.

inainte de prelucrarea mecanifragmentele tumorale sunt $pte de 3 ori cu ser fiziologic sau
PBS (solutie tampon fosfat — phosphate buffer gyt pentru indeptarea urmelor de sangea
detritusurilor celulare.

Prelucrareai selecia grupurilor celulare elocvente se realizeam instrumentar fin, extrem de
ascuit, steril, de tip instrumentar microchirurgicaiti-o cutie Petride dimensiuni medii.

3.1.3. Dispersia fragme ntelor tisulare

Celulele cultivate derivdin explante primare reprezentate de fragmente tailnreprezentative
din punct de vedere macroscopic, prelevate dirgcdaperator.

Autorul sugereazc dispersia mecanic prin agitare pe agitator magnetic, asoc@ dispersia
chimic (tripsinizare) poate produce o afectare membrasaver, inclusiv a moleculelor i
receptorilor de aderare celulaproducand internalizarea intracitoplasmat@au chiar distrugerea
acestora. Dispersia tisulas-a dovedit a fi mai eficient i mai rapid cand s-a utilizat solia de
tripsin  comparativ cu EDTA, in schimb, aderarea celularformarea monostratului s-au produs
mult mai lent in cazul dispersiei enzimatice.
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3.1.4. Aderarea i etalarea celulara. Formarea monostratului.

Inainte de a Incepe prolifereze, celulele tumorale, aflate ial in suspensie, duglezagregarea
tisular trebuie s adereis se etaleze pe substratul vasului de cul{Eig.7). O tripsinizare bland
favorizeaz aderarea celularmediat de receptoricelulari specificide suprafa

a b c

Fig. 7. a. Cultura primar de glioblastom in ziua 4. Coloratie Giemsa. Cddufetunde aderate,
cu spiculi citoplasmatici intercelulari. Magnifiea obiectiv 10X. Etalarea celulelor de glioblastom
dup 7 zile p), respectiv 12 ziled). Magnificaie obiectiv 20X

Formarea monostratului se realizedent, intr-o perioada de timp variind intre cateva i 10
zile chiar i1n cadrul unor tumoride aceidip histologic. Faza stinar a culturii se caracterizeaz
prin reducerea masiva diviziunilor celulare cu meinerea relativ constanta densit ii de saturae
specifice i formarea monostratului confluent.

Primul strat celular (monostrat) rezultat reprezimltura primar. In populaia celular primar
sunt reprezentate toate tipurile celulare existémtesutul de origine. D& heterogene morfologic,
celulele culturii primare prezintaracterele patologice akesutului de origine.

3.1.5. Evaluarea prolifer rii celulare

In figura 8 sunt reprezentate grafic curbele detere a 2 glioblastoame de la care au foski@
culturi de celule. Nunrul dubl rilor de populae pentru glioblastomul cu rata de proliferare mai
mare a fost de 2.9, fade 1.8 pentru cultura ce prolifereamai puin. Dup acest interval, celulele
au atins confluea dup care au inceput Smb trAneasc is moar. In cazurile analizate, celulele
au prezentat o vitezde proliferare destul de redusaceast valoare find mult mai mic decat in
cazul liniilor celulare tumorale stabilizate, undedulele au o ratde multiplicare cu un timp mediu
de dublare de popula de 24-40 de ore.

Astfel, se observun numr variabil de dublri populaionale pentru culturi provenite din tumori
diferite, ceea ce presupune timpi diferii de dublare popul@nal, Tn strans dependen cu
caracteristicile proliferative ale tumorii de ongi i gradul de malignitate al acesteia.
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Figura 8. Reprezentarea grafia cineticii de crdere a celulelor tumorale provenite din 2
glioblastoame (valoare medie + deigastandard).
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3.2. Obinerea linei de glioblastom T11

Ini ierea i caracterizarea unei linii celulare de glioblastaaprezint un pas eseial in vederea
ob inerii unui nou model in vitroi in vivo de glioblastom. Substae chimioterapeutice utilizate in
clinica au fost inial testate pe liniile uzuale de glioblastom cunfi &187, U373 1 U251. R spunsul
la chimioterapie inseste destul de variabil de la pacient la pacikeest lucru poate fi explicat prin
variabilitatea expresiei fenotipice a diverselotegarii de receptori moleculari sau a diverselar ¢
de semnalizare de la pacient la pacient. Astfelrdeimperios necesadezvoltarea de noi linii de
glioblastom ce au noi caracteristici legate de esqar receptorilor moleculari de sensibilitatea la
diver i ageni chimioterapeutici.

Autorul icolaboratoriiaureuts dezvolte o noua linie de glioblastom, denuniLl, ce a fost
izolat pornind de la o proba tumorala (gliom grad IV iolglastom) recoltata intraoperator de la o
pacient de 58 ani, cu consimmantul scris al pacientei (12). Proba a fost pralugprin triturare
mecanic, urmat de digestie enzimaticcu tripsin 0.125% i 20 mM EDTA. Linia celular a fost
cultivat la peste 150 de pasaje utilizand mediul Dulbecaulifled Eagle (Sigma-Aldrich, USA)
suplimentat cu 10% ser fetal, 100 1U/ml penicili@@0pug/ml streptomicin 150 pg/ml neomicin

Caracterizarea noii linii de glioblastom a congiatevaluarea proliferii celulare (curba de
cre tere) ia caracteristicilor celulare, in cariotipareadentificarea unor markeri specifici utilizand
tehnici ca RT PCR, Western blatimunohistochimie.

In concluzie, linia dezvoltatde noi are caracteristici unice comparativ culdéinide glioblastom
standard (cum ar fi linia U87)i poate deveni un model in vitro deosebit de ughpu studiul
experimental al glioblastomului.

Capitolul 4

Dezvoltarea modelului in vivo de glioblastom. Caraterizarea xenogrefelor de
glioblastom U 87

4.1. Materialelei metodele utilizate

In scopul unei Trelegeri cat mai detaliate a fenomenelor resporesatal iniierea i progresia
tumoral a glioblastomului, este absolut necesdezvoltarea de modele animale care pot realiza o
recapitulare in vivo a dezvolii tumorilor cerebrale umane. Astfel, aceste medahimale de
glioblastom pot oferi informa@ ce nu pot fi obinute doar prin studierea in vitro a culturii de
glioblastom.

oarecii utilizai in acest experiment au fost achanai de la Laboratoarele Charles River din
Europa, Germania. Denumirea complatliniei este NUDE Crl: CD-1 Foxnl nua fost obinut
prin transferul genei nude laareci CD-1 prin incruciri succesive. Acdi oareci sunt atimici, cu
deficien 1in limfocitele T. Ca aspect exterior au un fenatipinos, lipsit de pr.

in vederea dezvolti xenogrefelor de glioblastom, s-a utilizat inie standardizat de
glioblastom: U 87 MG, achizitionatle la European Collection of Cells and Cultures.

Pentru a permite meinerea unor animale imunosupresate / transgeniceoidiii optime,
protejate de contaminarea microbiaa fost organizato biobaz modern in cadrul Institutului de
Virusologie tefan S. Nicolau.
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In vederea inocutii suspensiei celulare, este nevoiese practice o micincizie la nivelul
scalpului i 0 mic gaur de trepan la nivelul craniului. Tn acest scop felasit un set instrumentar
microchirurgical (set foarfeci microchirurgicaletgortac microchirurgical, fire de sutura 6-0,)3-0
precum i un sistem mini-drill. Inocularea propriu-zis. suspensiei celulare s-a realizat cu o sering
tip Hamilton, singura seringce poate injecta volume foarte mici. Exighai multe variante de
seringi Hamilton. Pentru experimentele de inocukame ales seringi cu capacitatea de a injecta 3
microlitri i chiar mai puin i care sunt prewute cu ac detabil, astfel ¢ in cazul colmatrii
celulelor pe traseul acului, acestgppat fi detaat isp lat.

Tehnica anesteziautilizat include o combinge de ketamin ixylazin , find cea mai eficient

icu cele mai pune efecte secundare.

La fel ca in experimentele precedente am folosiep&r anatomic bregma. Este un reper de
identificat dup o incizie liniar median a scalpului i 0 hemostaz atent. Gaura de trepan s-a
realizat cu o frezde 1 mm diametru, la 3 mm laterall mm anterior de bregmInocularea
celulelor de glioblastom s-a realizat cu ajutorolusistem stereotactic performant (TAXIC-600 -
WPI Stereotaxic Frame 18 deg. Ear Bars si UMP 3ijgciion system), (World Precision
Instruments, Germany).

Sacrific rile s-au fcut atat la momentul TO cai la diferite intervale pentru a se urm
dinamica dezvoltii tumorii: 7, 14, 21 i 28 de zile.

4.2. Analiza histologic iimunohistochimic a xenogrefelor
de glioblastom U 87

4.2.1. Evaluarea morfologic a xenogrefelor U87
Studiile de microscopie realizate au evidgnc in cazul oarecilor sacrifica la 7 zile dup
injectarea celulelor de glioblastom, tumora s-avdéat la punctul de injectare (Fig. 9.a).

/ V% /

a b c

Fig.9.a.Prezera tumorii la 7 zile post injectare (@eata).b. aspectul tumorii la 14 zile de la
injectarec. Prezera unei tumori voluminoase la 28 de zile de la itajex

La urmtorul interval experimental, 14 de zile de la itggea celulelor de glioblastom U87,
tumora prezinto dimensiune mai mare (Fig. 9.b).

La 28 de zile de la injectarea celulelor de glisbdan, tumora este voluminoasi ocup o0
suprafaa mare din emisfera cerebrdFig. 9.c).

4.2.2. Evaluarea comparativ a markerilor apoptotici prin imunohistochimie la probele
recoltate.

La toate intervalele de timp, tumora prim@t0 B.a), zonele infiltrative periferice (Fig. Bob)
i insulele tumorale (Fig. 10 B.c) au fost inconjarde glioza reactivdezvoltat la interfaa creier
gazd — xenogref, aa cum s-a evideiat prin imunocolorarea pentru GFAP. Celulele U8i7fast
pozitive pentru vimentin(Fig. 10 B.d) la toate intervalele de timp.
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Fig.10.A. Marcarea imunofluorescenta cu anticorpi anti mitek@ uman a artat c
citoplasma celulelor U87 este bogdh mitocondrii &). Celulele infiltrative au fost detectate ca
celule individuale (sgei) (b) i grupuri celulare (sgei) localizate lang sau in jurul vaselor de
sange la 14 zile dupimplantarea U87c) sau sub formde zone infiltrative periferice (geata)
migrate din masa tumorabprincipal la 21 de zile dup implantare d). T-tumora primar. B.
Imunoexprimare&FAP @-c) i vimentin (d). Glioza reactiv s-a dezvoltat la interfa dintre esutul
cerebral gazd i xenogrefele tumorale (xg), in jurul zonelor infiltrative perifericeb] i in jurul
insulelor tumorale (xyei) (c). d celulele U87 au fost pozitive pentru vimentin

Anticorpul anti caspaz3 folosit in acest studiu s-a dovedit un markart® bun exprimat atat in
tumora principal cat i in grupurile de celule tumorale infiltrate, caregreaz din masa tumoral
principal

Celulele pozitive pentru caspaza 9 formeazpopulaie celular alc tuita in principal din celule
mici impr tiate printre celule tumorale mari, negative petaspaza-9

Celule cu diferite morfologii, pozitive pentru peata Bax au fost identificate in tumora primar
la toate intervalele de timp

4.3. Concluzii

1. Pentru prima datin ar a fost adus stocat i utilizat o linie standardizatde glioblastom
(U 87 MG, achizionat de la European Collection of Cells and Cultures)

2. Pentru prima datin ar au fost adu oareci imunosupresati tipul: NUDE Crl: CD-1 Foxnl,
achiziionaide la laboratoarele Charles River — Germahngau realizat experimente de inoculare
stereotaxic a suspensiilor celulare de glioblastom cu congtiéuxenogrefelor tumorale.

3. Linia de glioblastom U87 folositin experimente a indus formarea de tumori cereblal
punctul de injectare, in emisfera cerebidrkapt a oarecilor imunosupresati. Tumora are o t@ee
progresiv, aspect evidemt de dimensiunea masei tumorale la cele treivate de timp (7, 14i 28
de zile) in concordancu datele din literatura de specialitate.

4. In cadrul experimentelor realizate, am demotstraxenogrefele U87 exprim markeri
apoptotici de tipul caspazei-3, caspazei-Bax in timpul dezvoltrii intracerebrale laoarecii nuzi,
fapt demonstrat pentru prima dat publicat in literatura de specialitate (63).
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Capitolul 5

Utilizarea celulelor stem mezenchimale transfectatea model de terapie
celular in glioblastom.

Dovezile experimentale recente sugereaz celulele stem adulte pot fi folosite in terapia
tumorilor cerebrale. Astfel s-a raportat celulele stem neurale injectate intracranial nesif
tropism fa de tumorile cerebrale (1). Problemele asociatesfiai terapeutice a celulelor stem
neurale au condus la identificarea altor tipuri cklule stem care sunt mai accesibile. Din
multitudinea de celule stemi progenitoare care existin mduva osoas celulele stem
mezenchimale sunt cele mai atractive pentru utdizelinic deoarece se pot izolaau, pot fi
propagatei multiplicate Tn cultur i pot fi manipulate genetic.

indnd cont de datele recente inbte de Nakamizoi colab. (42), ne-am propus gvalum
eficiena aciunii antitumorale a celulelor stem mezenchimalensfectate cu gene tumoricide
(interferon 1) asupra glioblastomului experimental, atat leehim vitro (co-cultivare) cat mai ales
la nivel in vivo, asupra xenogrefelor de glioblast®87. Aceastevaluare presupune desirarea
unor experimente deosebit de complexe ce imgiamrdonarea activitiior mai multor colective de
cercetare.

Experimentele ce vor fi descrise in acest capitolfest desf urate in cadrul proiectului
Gliostemcel (contract 176/2006)i au presupus colaborarea departamentului de egecen
neurotiin e a Spitalului Clinic “Bagdasar-Arseni” cu Instititle cercetare-dezvoltare pentitin e
Biologice, Institutul de Virusologie ‘tefan S. Nicolau” i Universitatea Bucurédi. Principalele
etape experimentale desirate au fost:

- Obinerea celulelor stem mezenchimale umane.

- Obinerea celulelor stem mezenchimale transfectate.

- Evaluarea potemlului tumoricid, in vitro, al celulelor stem maxshimale transfectate.

- Evaluarea in vivo a tropismului a efectului tumoricid al celulelor stem mezenchienfa de
celulele de glioblastom.

5.1. Obinerea celulelor stem mezenchimale umane

In acest scop a fost utilizabb procedur minim invaziv care a fost perfectionata detre
colectivul laboratorului Universitii de Medicina i Farmacie “Victor Bab€.

5.1.1. Izolarea celulelor stem mezenchimale (CSM)rdmaduva osoas hematogen

Procedura utilizat- aderarea la plastic:

- Fragmentele de rduva hematogermnrecoltate au fost plasate in@lde cultura de tip T de 12,
5 mm, in mediu de cultursimplu (DMEM) suplimentat 10% ser fetal bovin (FBStibiotice i
antimicotice.

- Supernatantul a fost indegat la 24 ore pentru a elimina hematiile, iar apwdiul a fost
schimbat la fiecare trei zile.

- Pl cile de cultur au fost examinate zilnic prin microscopie (Fig.11)

- La atingerea semiconfluen (aproximativ 10 zile), culturile olmute au fost pasate prin
tripsinizare.
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Fig. 11 a. Cultura de CSM umana, pasajilCSM la pasajul al doilea, aspect fibroblastoid
caracteristic (ob. 200x)

Cea mai buncapacitate clonogenicide proliferare o au CSM la pasajul 2, iar dirstoestea au
fost selectate alicoturile care au fost transpertatnstitutele de cercetare implicate in proiect.

5.1.2. Furnizarea celulelor obinute

S-a urmrit in continuare protocolul de lucru pus la puircetapa anterioarde furnizare a
culturilor celulare unitii coordonatoare: celulele au fost congelateg strate in azot lichid, iar
pentru transport, mai multe alicoturi de celule fast plasate pe ghea intr-un recipient izolat
termic i transportate Timisoara-Bucuresti cu avionul;, @aetii de proiect confirmviabilitatea
celulelor primite i a metodei de transfer.

5.2. Obhinerea celulelor stem mezenchimale transfectate

in vederea realizii transfeciei celulelor eucariote, s-a utilizat un vector penlumin
fluorescent iexpresie inalta in celulele eucario@EGFP-N1 Acesta a fost folosit in prima etapa
doar pentru exprimarea genei GFP in celulele aeeant Harta vectorului este redata in Fig. 12.

Fig. 12 Harta vectorului pEGFP-N1

Pentru amplificarea materialului in vederea dasfrii studiilor propuse, s-a realizat
transformarea prin soc termic a bacteeasioli IM109 cu plasmidygEGFP-N1.

Transformarea celulelor procariote s-a realizain pmetoda ocului termic, in tuburi de
polipropilen, care asigur creterea eficierei de transformare, impiedicand aderarea ADN la
material, fapt care ar determina reducerea mulm de colonii transformate. Principiul metodei
const in permeabilizarea membranei celulare procar®®2IC, prin crearea unor pori, favorizand
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astfel ptrunderea ADN in celula gazdSelecia celulelor transformate s-aciut prin cultivare pe
mediu selectiv cu kanamicir{50:g/ml).

Transfecia s-a realizat in ptue cu 6 godeuri sau 35mm. Celulele au fost culticat24 de ore
Tnaintea experimentului de transfecin DMEM-F12 HAM (Sigma) suplimentat cu 10% serwdel
(Sigma). Densitatea de splitare a fost de aproxur&10’ celule/ml, iar Tn ziua experimentului
densitatea celulelor aderente a fost 70%. Celalstke=| pregtite au fost supuse protocolului de lucru
cu lipofectamin (Invitrogen). Verificarea transfeei s-a fcut dup 48 ore. Dup transfede,
celulele au fost desprinse prin verso-tripsinizangilizate pentru injectarea animalelor de laborat

5.2.1. Obinerea recombinatului (pEGFP-N1- IFNb 1)

Obinerea unui recombinat care sintetizezelFNb1 (insert) a presupus clonarea ADNc al
acestei gene intr-un vector suveica. Ca vectoshdlespEGFP-N1, vector care, avand gena GFP,
poate fi monitorizat in transformareapoi in cultur. Pornind de la harta de restigca vectorului
(Fig.12) ne-am propus sealiz m clonarea la situsurile de restiscpentru enzimele EcoRI Kpnl,
situsuri unice localizate in MCSn(ltiple cloning sitg Obinerea insertului a presupus izolarea
ARN celular total din celule care exprimFNb1, revertranscrierea pentru aferea ADNC i
amplificarea prin PCR cu primeri specifici. Cum IFN este sintetizat de celule numai dup
stimulare viral sau bacterian ca surs de obinere a cDNA pentru IFN1 necesar clomii s-au
utilizat limfocite umane stimulate cu lipopolizalter bacteriene comerciale (0157HTxu celule
bacteriene inactivate termiSt@phylococcus sp)

Prima clonare a insertului a fost realizért vectorul comercighGEM (Promega), vector liniar
care prezint ,cozi™~ T la capetele 3'. ADN polimeraza utilizatintroduce cozi-A la capetele 5’
astfel Tncat ampliconul spoat fi ligat prin complementarea bazelor nucleotidicggarea a fost
efectuata cu T4 DNA ligaza, folosind kitul Promeganform instrudunilor.

Pentru amplificarea materialului, in vederea reailistudiilor propuse, cu plasmidul recombinat
pPGEM IFNb1, s-a realizat transformarea bacteiei coli JIM109 Principiul metodei constin
permeabilizarea membranei celulare procariote #C4rin crearea unor pori, favorizand astfel
p trunderea ADN in celula gazda.

Selecia celulelor transformate s-aciut prin cultivare pe mediu selectiv (BL) cu kanaimi
(50:g/ml). S-au selectat 12 din clonele iolnte pe agar cu kanamicjrcare s-au inoculat pe mediu
BL (cu antibiotic). Din cultura bacteriarobinut s-a izolat ADN plasmidial utilizand un kit de
extracie ipurificare a ADN plasmidial (Macharey-Nigel).

Protocolul folosit pentru electroporare a fost uonul:

- 5 x 10 celule (minim 3 x 10 celule) au fost recoltate prin centrifugare (358gmin) i
resuspendate in 300 pl mediur(fser i f r antibiotice). Suspensia celula fost amestecatu 20
pg ADN (maxim 20 pl) i adaugat in cuva de electroporare.

- S-au aplicat 3 pulsuri electrice (400V, 150 nseo la fiecare puls), cu paude 1 minut intre
pulsuri.

- Suspensia celularecuperatdin cuv a fost resuspendain mediu complet. Prezencelulelor
transfectate s-a pus in evidemrin microscopie de fluorescentvectorul de clonare avand gena
pentru GFP. Verificarea transfectiei s-a facut d48 ore. Dup transfecie, celulele au fost
desprinse prin verso-tripsinizare, &ie in mediu de cultur i utilizate pentru injectarea animalelor
de laborator.
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5.3. Evaluarea potdalului tumoricid in vitro al celulelor stem mezdmmale
transfectate

Experimentele au fost realizate pe linia celulde gliobstom uman U87, utilizatpentru
evaluarea in vitro a efectului tumoricid al celolebtem mezenchimale transfectate cu gena pentru
interferonul beta (IFN-). Linia celular U87 a fost obnut de la ECACC (The European Collection
of Cell Cultures) i meninut Th mediu de culturDMEM/F12 suplimentat cu 10% ser fetal bovin la
37°C in atmosfera umeda cu 5% £0

In ceea ce privee coloraia nucleilor cu DAPI, in condi normale de cultivare, celulele
tumorale U87 au prezentat o formtelat, cu prelungiri citoplasmatice lungi fine, cu citoplasm
bogat i discrete granuld intracitoplasmatice, cu nuclei mari rotunzi cu granula fine ale
cromatinei nucleare. De asemenea, s-au putut absergelule in diverse stadii ale diviziunii
celulare: metafaztelofaz, anafaz sau citokinez

Cocultivarea n raport de 1:1 a indus modificapoptotice la nivelul celulelor tumorale de
glioblastom U87. Se obsereelule cu aspect normal dar la care nucleul insee fragmenteze,
precum i celule cu modificri evidente carei-au pierdut prelungirile citoplasmaticecitoplasma,

r manand doar nucleul cu cromatputernic condensai(Fig.13).

Fig.13 Celule U87-supernatanitcelule stem transfectate ihraport de 1:1 la 48h
de cocultivare; x200

5.4. Evaluare in vivo a tropismuluia efectului tumoricid al celulelor stem
mezenchimale fa de celulele de glioblastom.

Experimentele au vizat inducerea tumorilor intraceae utilizand linia U871 determinarea
tropismului celulelor stem mezenchimale fale celulele de glioblastom. Toate experimentele au
fost realizate in concordan cu respectarea normelor inteioaale in domeniu privind
experimentele pe animalecu avizul comisiei interne de bioetic

Animalele au fost imp ite in 3 loturi de studiu :

Lotul | format din 16 animale care s-au inoculatcx 1@ celule U87 ; au fost sacrificate la 3, 7,
14, 21, 28 de zile pentru a unmmodul de inducerei dezvoltare a tumorii.

Lotul Il, 16 animale, s-au inoculat 5 x°L6elule U87 in lobul frontal drept dup 7 zile celule
stem mezenchimale transfectate cu GFP in lobutalatgral, pentru a se evalua tropismul in vivo.

Lotul 11l [16 animale] : s-au inoculat 5 x 1@elule U87 in lobul frontal drepi dup 7 zile
celule stem mezenchimale transfectate cu IFNb1-@GFBbul contralateral, pentru a se evalua
efectul tumoricid in vivo al IFNb1.

La loturile 1l i Ill sacrific rile s-au realizat la date similare celor din lotylentru a se putea
compara efectele.
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5.4.1. Evaluarea tropismului in vivo al celulelor #m mezenchimale pentru xenogrefele de
glioblastom

Evaluarea tropismului celulelor stem mezenchimale de xenogrefele de glioblastom s-atit
utilizand datele obnute la lotul Il (16 animale).

Identificarea celulelor stem mezenchimale umanersadizat prin metoda imunoperoxidazica
indirecta, folosind anticorpi anti bromodeoxiuridi(Sigma).

Studiile de microscopie realizate au evidg&nc la o zi de la injectare celulele stem
mezenchimale umane sunt prezente n apropieredwuirge injectare (Fig. 14.a).

a b Cc

Fig.14.a. Celule stem mezenchimale la o zi dupjectare, puse in evidenta cu anticorpi anti
bromodeoxiuridina (ggeata)b. La 14 zile celulele stem mezenchimale au migratielul corpului
calos.c. La 21 de zile celulele stem mezenchimale au rigramisferul contralateral la nivelul
tumorii.

La 14 zile post-injectare, celulele stem mezenchinaar migrat de la situsul de injectaieau
fost identificate in corpul calos (Fig.14.b).

In aceasta variantexperimental, la 21 de zile post-injectare, nural de celule stem
mezenchimale identificate Tn jurul tumorii ctre (Fig.14.c).

5.4.2. Evaluarea in vivo a tropismului i a efectului tumoricid al celulelor stem transfecate
pentru celulele de glioblastom

Evaluarea tropismuluii a efectului tumoricid al celulelor stem mezenchientransfectate cu
gena de sinteza a IHNL — GFP fa de xenogrefele de glioblastom s-adt utilizand datele oinute
de la lotul lll (16 animale).

Celulele stem mezenchimale umane dublu transfectalEN b1-GFP au fost identificate la o zi
dup injectarea lor in creieruloarecilor atimici. La acest interval de timp cekilestem
mezenchimale transfectate cu IBN-GFP au fost identificate sub forma unor aglomerelulare la
situsul de injede (Fig. 15.a). La 3 zile de la injectare, majdata celulelor erau degenerate, cu
citoplasma vacuolizat(Fig. 15.b), ceea ce sugereaz celulele dublu transfectate au viabilitate
redusa. Aceasta ipoteeste susnut si de faptul ca celulele stem mezenchimale trateste cu IFN
b1-GFP nu au fost identificate in creierabarecilor la perioade de timp mai lungi de la itgee (7

114 zile).
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a b
Fig. 15a. Celule stem mezenchimale transfectate cubANGFP (sgei) la o zi dup injectare
n microscopia cu fluorescenta.Celulele stem mezenchimale transfectate cubBENGFP apar cu
morfologie alterat, la 3 zile dup injectare.

5.4.3. Concluzii

1. Celulele stem mezenchimale umane native (ndeease) au migrat n emisfera
contralateral in care s-a dezvoltat xenogrefa de glioblastdray fost identificate in jurul tumorii,
aspect care demonstreamwpismul acestora.

2. Celulele stem mezenchimale transfectate cudEN GFP supravieiesc in cultur pe termen
lung i au demonstrat capacitatea tumoricid vitro prin sinteza de IFN beta cu efect de cehe a
apoptozeiin celulele de glioblastom.

3. Celulele stem mezenchimale transfectate cubEN- GFP nu s-au dovedit viabile pe termen
lung in vivo. Ele supravieliesc in creieruloarecilor pan la maxim 7 zile, dup care se degradeaz
prin fenomene de apoptaz

4. Aceste rezultate sugereag sirea unor noi metode de transfectie carens afecteze
viabilitatea celulelor transfectate in vivo.

Din datele obnute in cadrul proiectului Gliostemcel se poatgesa urmtorul algoritm de
dezvoltare a unei potaale terapii celulare pentru paciecu glioblastom.

Celulele stem mezenchimale vor fi recoltate pringiea medular de la pacieni la care se ridic
suspiciunea, pe baza examilor CT i RMN, diagnosticului de glioblastom, inainte déenvenia
chirurgical i Thainte de inierea corticoterapiei. In cazul in care intraopmrate va confirma
diagnosticul de glioblastom, se va iai cultivarea i cre terea numrului de celule stem
mezenchimale recoltate. In perioada in care padierd efectua radioterapia (4-6ps mani),
celulele stem mezenchimale vor fi cultivate pemtrerete numrul lor pan la cateva milioane (nu
se va trece de pasajele 4-6 pentru a nu se indigrerlierea lor). Odatajuns la un nunr suficient
de celule (5-6 milioane), se va trece la etapafdini cu gene tumoricide (IFNv1). Metoda de
transfecie este una non-viralde tipul electroporrii sau prin utilizarea lipofectaminei. Se va evita
utilizarea retroviruilor pentru a nu produce muiiala nivelul genomului celulelor mezenchimale.
Celulele transfectate, ce sintetizedEN bl, vor fi prezervate panla revenirea pacientului la
control, dup terminarea radioterapiei (la aproximativ @smani de la interveia chirurgical).
Pacientul va fi internat pentru controlva efectua RMN-ul cerebral pentru a evalua prezsau nu
a unui rest tumoral, precum aspectul patului tumoral (dezvoltarea sau nu aui ghist in patul
tumoral). Terapia propriu zisva consta in inocularea stereotacti&c suspensiei de celule stem
mezenchimale transfectate la nivelul patului tushdin cazul prezeai unui chist la nivelul patului
tumoral, se va putea introduce un cateter cuplahleezervor Omaya. La nivelul acestui rezervor se
vor putea inocula periodic suspensii cu celule st@erenchimale transfectate pentru a tere
eficiena terapiei celulare. Dedatele din literatur sugereazun potenal de migrare important al
celulelor stem mezenchimale transfectate, rezidta@astre nu confirma aceste date. Astfel, efectul
antitumoral (aa cum a fost demonstrai de studiile desfurate in vitro) al celulelor stem
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mezenchimale transfectate va fi mult mai importdata aceste celule vor fi injectate direct la
nivelul focarului tumoral.

Capitolul 6
Inducerea diferenierii celulelor stem tumorale ca model de terapie
moleculara in glioblastom

Cercetrile din ultimii ani au sugerat dransformarea tumorah celulelor stem neurale, urmat
de migrarea de la nivelul zonei periventricularadiar in substaa alb, ar sta la baza originii
glioamelor, atat a celor de grad mic — “low-gradorgas” cat i a celor anaplazicei a
glioblastomului (54). Tendia actual a cercetrilor efectuate in scopul dezvoilti de noi terapii
antitumorale este de a identifica noite moleculare la nivelul celulelor stem tumoradensiderate
responsabile de dezvoltarea tumoride selectarea de subpopiilaelulare tumorale rezistente la
terapiile clasice. Tn cadrul acestei tendinse inscrie i utilizarea unor molecule care induc
diferenierea celulelor stem neurale tumorale (dygincipiul diferenierii celulelor stem neurale
normale) reducand astfel “pool”-ul acestoradeterminand secundar reducerea masei tumorale
totale. Spre exemplu, una dintre moleculele conatdea avea un efect antitumoral major asupra
glioblastomului (inc la nivel experimental) este “bone morphogenicgiro4” (48), molecul ce are
aciune direct asupra celulelor precursoare neurale tumorale.

Datele prezentate in acest capitol sunt rezultattivit ilor desf urate in cadrul proiectului
Tumorstem (contract 41 _035/2007). Experimentelepeasupus colaborarea departamentului de
cercetare Tn neurtiin e al Spitalului Clinic “Bagdasar-Arseni’ cu Instiide Cercetare Dezvoltare
pentru tiin e Biologice, Institutul de Virusologie tefan S. Nicolau”i Universitatea Bucurei.

6.1 Izolarea celulelor stem neurale tumorale

6.1.1. Materiale i metode

Pacieni luai in studiu s-au prezentat la Spitalul Clinic BaggiaArseni in vederea efectii
diagnosticului i tratamentului de specialitate. S-au notat dadlenografice, incluzand varsta la
diagnosticare, sexul, expunerea la carcinogenite@ul de includere in studiu la reprezentat
prezera tumorilor cerebrale la paciénin fiecare caz, diagnosticul a fost realizatute grup de
medici specialiti bazat pe o combin@ de date clinicei histologice. Probele biologice provenite de
la pacieni au fost ulterior codificate astfel d¢est rile ulterioare au fost anonimef r leg tur intre
ele. Recoltarea probelor s-a efectuat cu acordid a¢ pacienlor, in care s-a meionat faptul c
probele tumorale vor fi utilizate strict in scopadrcetrii tiin ifice, iar datele personale vor fi
confideniale.

in total au fost recoltate fragmente de glioblastdenla 12 pacien 7 femei i 5 b rbai, cu
varste cuprinse intre 41 72 de ani. La toate probele s-a efectuat atameral histopatologic
extemporaneu cati definitiv, confirmandu-se diagnosticul de glioblam pentru 11 probe si de
astrocitom anaplazic pentru o proba.

6.1.2. Iniierea culturilor celulare.

Au fost Tnrolai n studiu 12 pacieincare corespundeau criteriilor de includere: pngéeza tumori
cerebrale i simptome legate de acestea. S-aunoib 12 culturi primare din tumorile prelucrate.
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Ini ierea culturilor de celule in medii speciale perdulturi stem neurale (DMEM: Neurobazal
Mediu suplimentat cu 10-20ng/ml FGF; 10-20 ng /i@IFE 1x B27; 1xN2.) a condus la alerea de
neurosfere la 5-7 zile de culturcu schimbarea mediului la 3 zile. Celulele awpd meninute
viabile Tn cultur, dar capacitatea de proliferare a fostzst . Figurile 16.a i 16.b redau morfologia
acestor culturi.

a b

Fig. 16. Formarea de neurosfere in cultura de celul@inidin glioblastom (OLMA). Cultura de
celule a fost iniat i subcultivat in mediu special de pentru celula stem: DMEM: dbaral
Mediu suplimentat cu 10-20ng/ml FGF; 10-20 ng /nBFE 1x B27; 1xN2, la T i atmosfer
umed. (A- Ob. 6,3X; B- Ob. 16X).

6.2. Caracterizarea celulelor stem neurale tumanalene

Conform Singh i colab., (55) celulele stem tumorale izolate dmttumor au fost identificate
prin expresia CD133, iar confirmarea €le reprezint celule stem tumorale este sast de faptul
C:

1) exprim markeri de suprafa ai celulelor stem neurale: CD13Bnestin i genereaz sfere
care din punct de vedere morfologic se asearau neurosferele;

2) prezint capacitatea de autoregenerangroliferare;

3) produc in vitro progenitori difereilai sau pot reforma masa tumorglarental cand sunt
implantate in animale imunodeficiente.

In acest subcapitol descriem caracterizarea cloltute celule iniate anterior, in special In ceea
ce privete expresia unor markeri specifici pentru celustdm neurale.

O serie de culturi primare imte i multiplicate in condii standard de cultur(DMEM/F12 cu
10% ser fetal bovin) sau in medii coroimate nu au putut fi propagate in vitro ih pasajecesive.
Morfologia celulelor era fibroblasticcu prelungiri excesivei/ sau mimand neuronii. Restul de 6
culturi au putut fi propagate au fost caracterizate.

6.2.1. Expresia markerilor celulelor stem neurale.

Culturile primare iniate exprim markeri ai celulelor stem neurale, CD133, la dieniveluri
(12,25%-39,2%) (Fig. 17). Totu unele culturi de celule (FAIO) prezintmarkeri specifici
oligodendrocitelor (A2B5i O4).
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Fig. 17. Expresia markerilor specifici celulei steira progenitorilor neurali in cateva din
culturile iniiate prin metoda de flow citometrie.

6.2.1.1. Nestinaun marker important al celulelor stem neuralégst pus in eviden la toate
culturile nou iniiate, expresia cea mai cresctiind observat la cultura STON (cu morfologie de
neurosfere), dari FAIO (morfologie fibroblastica). De remarcat ef@tul ¢ ad ugarea FGF sau a
serului fetal bovin nu conduce la o dere a acestui marker specific celulelor stem @udaul a 2-3
pasaje. Expresia nestinei in liniile celulare &flatpasaje mari (U87 T11) este mult sczut .

6.3 Aprecierea tumorigeniii celulelor stem tumorale, prin studii in vivo pe
oareci imunosupresa

Pan in prezent studierea modelului de diseminare aleel de glioblastom umane in creierul
oarecilor s-a realizat prin injectarea de celulggtigblastom din linia T98 (50), linia SA146 (28),
linia celulara de gliom D-54MG transfectatu genalac-Z (47), liniile celulare U373 i U87,
derivate din glioblastom (45), injectarea de pwi f r necroza de glioblastom uman mm ite
(50), injectarea de grefe solide de glioblastontifioum (5) iinjectarea in cavitatea corticala a unei
suspensii celulare de astrocitom (8). Aceste stu@iu realizat peoareci atimici i au indicat ¢
expansiuneai modul de diseminare a celulelor depinde de lirddular . In ceea ce privée originea
celulelor stem tumorale existiovezi care susm ¢ celulele stem prezente ¥esuturile adulte sunt
inte pentru carcinogenezDovezi suplimentare ccelulele stem suntnte pentru carcinogenez
provin din observaile ¢ tumorile derivate dintr-uresut specific exprimadesea proteine asociate
cu celulele embrionare sau alte celule stem (49).

6.3.1. Materiale i metode

Pentru evaluarea dezvaii tumorilor cerebrale s-au caracterizat histodogenogrefele olinute
prin injectarea 1n creieruloarecilor nuzi a trei tipuri de celule tumoralel) (linia U87 de
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glioblastom; @) celule stem tumorale izolate de la un pacienglblastom (STON)i (3) celule
stem tumorale izolate de la unul cu astrocitom arep(NECU). oarecii injectai cu U87 au fost
sacrificai la 7, 14, 21 i 28 de zile de la injectare, in timp cearecii injecta cu celule stem
tumorale Stoni Necu au fost sacrificala dou itrei luni de la injectare.

Linia de glioblastom U 87 a fost achininat de la European Collection of Cell Cultures
(ECACC), fiind prezervat i pasat conform protocolului de utilizare.

Toate experimentele ce au implicat animalele der&tor s-au realizat in conformitate cu
legislaia in vigoare i cu acordul comitetelor de etiale instituiilor implicate in proiect.

Detaliile legate de tipuloarecilor imunosupresati utilizein experimente, precum cele legate
de instrumentaruli tehnica de inoculare folosjtpot fi g site in capitolul 2: ,Dezvoltarea modelului
in vivo de glioblastom. Caracterizarea xenogrefdiiglioblastom U 87

6.3.2. Rezultate
6.3.2.1. Evaluarea morfologica xenogrefelor U87
oarecii atimici injecta cu celule de glioblastom U87 au fost sacrifida 7, 14, 21 i 28 de zile
dup implantarea celulelor tumorale. Masa tumoiafost identificat mai ales sub hipocamp, in sau
lang cornu ammnonis al hipocampului. Formaimensiunea masei tumorale varidatre oarecii
sacrificai din acelai grup experimental. Tumora creste progresiv irectd gazd, ihs la toate
intervalele de timp este bine delimitate esutul inconjurtor (Fig. 18a-c).

Xenogrefele exprimo populaie heterogende celule tumorale. Astfel, xenogrefele gon
celule gigant (Fig. 19.a), celule multinucleateg(Ri9.b) i celule poligonale sau fuziforme. Celulele
U87 au un nucleu sferic sau oval ce am un nucleol proeminent adesea eozinofil. Au fost
observate de asemenea celule in diviziune (Fig) 19figuri mitotice atipice.

a1 o |

Fig.18.a.Xenogrefa U87 (gyeat) la 7 zile de la inocularda. Xenogrefa U87 (gyeat) la 21 zile
de la inocularec. Xenogrefa U87 (gyeat) la 28 zile de la inoculare. Colo@H&E.

N
A N

a b c
Fig. 19a. Celul gigant in xenogrefa U8hH. Celul multinucleata in xenogrefa U8a..Celul

in diviziune mitotic In xenogrefa U87. Colorie H&E

6.3.2.2. Evaluarea morfologica xenogrefelor olnute prin injectarea de neurosfere izolate din
glioblastom (STON)

Din cei 5 oareci injecta cu celule stem tumorale de glioblastom, au ddavaumoare la 2 luni
de la inoculare, 4oareci. In cazul In care sacrificarea s-a real&@a luni de la inoculare, din cei 6
oareci injecta unul a supraviait si5 au decedat prin dezvoltarea masiva a tuiffeig. 20.b).
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3
Fig. 20a. Seciune orizontal a creierului deoarece sacrificat la trei luni de la injectarea
celulelor stem neurale STON. Masa tumosaincipal se remarc sub hipocamp (geata) i la
nivelul comisurii dorsale a hipocampului (cap dgesata). Colorée H&E. oarecele nr. 1, din lotul
sacrificat in 16.03.2009 (xenogrefa de 2 lubi)Mas tumoral (s geata) foarte dezvoltain
creierul unui oarece care a murit prematur. Col@aH&E. oarecele nr. 1, din lotul sacrificat in
10.06.2009 (xenogrefa de 3 luni).

6.3.2.3. Evaluarea morfologica xenogrefelor olnute prin injectarea de neurosfere izolate din
astrocitom anaplazic (NECU)

Fig. 21a. Seciune orizontal a creierului deoarece sacrificat la doduni de la injectarea
celulelor stem neurale NECU. Celule tumorale prézsnb hipocamp (asterisc), la nivelul comisurii
dorsale a hipocampului (geat) i la nivelul fimbriei hipocampului contralateralgjo de sgeat).
Coloraie H&E. oarecele NECU 2, din lotul sacrificat in 16.03.2009eciune orizontal a
creierului de oarece sacrificat la trei luni de la injectareautaddr stem neurale NECU. Celulele
tumorale au migrat prin corpul calos geat) in emisfera contralaterafasterisc). Colorée H&E.
oarecele NECU, din lotul sacrificat in 10.06.2009.

To i cei cinci soareci din lotul experimentul cu séicare dupa 2 lunau dezvoltat tumora, ins

masa tumoral a fost diferit de la un soarece la altul (Fig. 21a-b). Din logxperimentul cu
sacrificare dupa 3 luni, doar doi din trei soaseedezvoltat xenogrefa tumoral
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Fig. 22. Imunofluoresceia cu anticorpi anti mitocondria umaa indicat o créere mai
compact a celulelor STON (a) comparativ cu dispersareale®r NECU in parenchimul cerebral
(b). Contrastare DAPI.

6.4. Testarea efectului de inducere a difeeemcelulelor stem neurale tumorale
asupra tumorigenitii culturilor de glioblastom.

Conform studiilor lui Vescovii colab. publicate in 2006 in revista Nature (4Byjucerea
diferenierii celulelor stem tumorale din culturile de dllastom iniiate in prezea mediilor cu
celule stem ar determina disp@ipotenialului tumorigen al acestora. Acest lucru confiripote za
conform creia celulele stem tumorale ar fi responsabile degsul de oncogenezumoral n
glioblastom.

intrucat am reut s dezvoltm xenogrefe tumorale cu caracteristici specialenjpdr de la
culturile STON i NECU bogate in celule stem tumorale (fapt demmahspe baza aspectului
morfologic i pe baza prezeai markerilor de celula stem), am incercatirsducem diferererea
celulelor stem pentru a observa in cesama acest lucru afecteaz capacitatea tumorigera acestor
culturi.

In vederea inducerii difereigrii celulelor stem tumorale, culturile StoirlNecu au fost trecute de
pe mediile de celule stem pe medii clasice imbitegcu ser fetal 10%, la care s-au agat diferii
factori cunoscu ca fiind inductori ai diferemerii celulelor stem neurale normale, cum ar fiaBr
derived neurotrophic factor (BDNF), NeurotrophifN\BT-3) si acidul transretinoic. Ambele culturi,
STON i NECU, au fost testate pentru fiecare factor imtegarespectiv: Ser fetal+BDNF, Ser
fetalN T3, Ser fetal+acid transretinoic.

Studierea efectelor acestor factori s-@uf prin observarea la microscop a acestor cultymin
evaluarea modificrii expresiei markerilor de celula stem.

La aproximativ 24-48 ore de la expunerea culturidoserul fetal la care s-au adjat factorii
specificai, s-au constatat modifici morfologice importante. Astfel, celulele tumarahu pierdut
capacitatea de a dezvolta neurosfere (caracteristicfologic Tnalt specific celulelor stem)i au
dobandit un fenotip fibroblastic asemtor liniilor de glioblastom standard (Fig.23). Dseanenea
expresia markerilor specifici de celdtem cum ar fi nestina CD 133 au diminuat drastic, atéat la
determinarea de flow citometrie catla determinarea RT PCR. Este interesant de rafdtl c
aceste modificri au aprut mai rapid i mai intens in cazul in care culturile STONNECU au fost
expuse uneicombinade ser fetali unuldin factori de difereiere decat in cazul in care s-a utilizat
doar factorul respectiv. Nu au fostsge diferene notabile intre efectele expunerii la unul dintre
aceti factori.
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Fig. 23. Aspectul fibroblastic al culturilor expuse factoride inducere a diferearii
celulelor stem tumorale

Pentru testarea in vivo s-au utilizat culturile STYOi NECU expuse awnii factorilor de
difereniere pe o perioadde 24 de ore, dupcare au fost inoculate laarecii imunosupresa Au
fost utilizai 16 oareci: 8 oareci pentru fiecare cultur Tehnicile anestezice de inoculare sunt
cele descrise in capitolele precedentearecii au fost sacrificala 2 luni, iar creierele au fost
analizate morfologic (colore hematoxilin-eozin) i imunohistochimic (cu anticorpi anti
mitocondrie uman. La nici unul din oarecii injectai nu s-a constatat prezanxenogrefelor
tumorale (nici macroscopid nici microscopic). Acest lucru demonstredm mod neechivoc faptul
c inducerea difereferii celulelor stem tumorale anuleapractic potenalul tumorigen al acestor
culturi. Mai mult, factorii ce induc aceastlifereniere tumoral pot fi utilizai, fie ca atare, fie
scindai in molecule mai mici, ca posibiterapie molecularin glioblastom.

6.5. Concluzii

1. Studiile histologice au indicat faptul cspre deosebire de xenogrefele U87 care au o
morfologie compact xenogrefele STON provenite din celule stem neuragblate dintr-un
glioblastom i xenogrefele NECU provenite din celule stem neurablate dintr-un astrocitom
anaplazic sunt foarte heterogene din punct de gemlanorfologiei i al modelului de crdere.

2. Xenogrefele STON au prezentat un model deteme asemn tor glioblastomului, de
densitatea celulam fost mai redusdecat in cazul xenogrefelor de glioblastom U87.

3. Xenogrefele NECU au dezvoltat o morfologie sémilcu astrocitomul anaplazic, caracterizat
prin celule dispersate, cu caracter infiltrativ. 38% din oareci xenogrefele Necu au fost ipu
dezvoltate.

4. Celulele din ambele tipuri de xenogrefe (STONNECU) au migrat prin intermediul
substarei albe in emisfera contralateral

5. Culturile tumorale expuse amii factorilor ce induc diferefrerea celulelor stem tumorale nu
sunt capabile sdezvolte xenogrefe tumorale.

6. Pornind de la ac# factori, se pot sintetiza noi substie pot fi folosite in scopul dezvaii
unui nou tip de terapie moleculara in glioblastterapia de difereiere.
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Capitolul 7

Perspective terapeutice in glioblastom: terapiile wleculare personalizate.
Concluzii finale

7.1 Terapii moleculare personalizate in glioblastom

Una dintre cauzele insuccesului terapeutic in ddsiom 1l constituie lipsa unui model
experimental adecvat, ale rai propriet i genotipice i fenotipice s reflecte heterogenitatea
populaiei celulare tumorale in vivo. Cu alte cuvinte, redd experimental omogen, standardizat
intalnit in liniile celulare de glioblastom (cum é&rlinia U87, U251), nu este superpozabil cu
populaia heterogendin tumorile cerebrale maligne intalnin cazurile clinice (26).

Pe de alt parte, este bine cunoscut faptulin cazul glioblastomului mai multe icmetabolice i
gene sunt alterate,i devine evident ¢ un singur medicament sau o combi@ade dou
medicamente (cum se intaltee in chimioterapia clasif nu vor puteainti un numr mare de
molecule (7). Mai mult decéat atat, faptul decare pacient spunde diferit la aceiaterapie,
demonstreazheterogenitatea mare a popigdacelulare tumorale a glioblastomului, fiecarecipat
prezentand o consteid unic de mutaii genetice tumorale.

indnd cont de argumentele de mai sus, este evichecesitatea dezvolii unui tip de terapie,
numit terapie personalizatcare s fie aplicat in cazul acestei aféani severe. Acest concept a
fost deja dezvolat Tn anumite afemi tumorale maligne i pare s constituie o alternativ
promi toare iin cazul glioblastomului. Inial s-a considerat cacest tip de terapie personalizat
trebui s reprezinte o combing de terapii clasice care snteasc ¢ i moleculare specifice (31; 46).
Pe de alt parte, ageili chimioterapeutici conveinali, cum ar fi agei alchilani, agenii anti
VEGF sau anticorpii monoclonali anti EGFR, au edesgcundare importante, care se accentueaz
momentul creterii dozei sau Tn cazul asocierilor medicamentodstfel, Tn scopul dezvoltii cu
succes a acestui tip de terapie, este importase gyseasc o modalitate de a combina mai multe
molecule, care sfie capabile s inteasc c i moleculare diferite. indnd cont de cele de mai sus,
singurele molecule ce par a indeplinii aceste aergunt moleculele ARN “small interference”
(siRNA). Mai mult, terapia cu siRNA a fost utilizaexperimental in glioame, dezvoltandu-se
molecule siRNA care sunt capabilescad sinteza mai multor gene cheie implicate in oncegan
glioblastomului cum ar fi: EGFR, VEGFR (43), TQHR (59), STAT3 (27) etc. Conceptul de
cocktail de “siRNA” a fost dezvoltat incdin anul 2008 i presupune sinteza intr-o anumit
combinaie a mai multor molecule siRNA capabileisterfereze cu sinteza unor proteine importante
cum ar fii EGFR, PDGF, VEGF, TNFalfa, MMP2, MMP92J6 Cu toate acestea, toate aceste
molecule au fost testate in vitrd in vivo doar pe modele standardizate de glidblass iar pan
acum nu s-a incercat se modeleze aceasterapie nh funée de caracteristicile fenotipice
genotipice ale fieaqui caz de glioblastom. Astfel, o perspectmteresant de dezvoltare a acestei
terapii ar consta in sinteza unei combinapecifice de molecule siRNA in fune de profilul
molecular al fiecrui caz de glioblastom, definit pe baza unor batei teste care sidentifice
diver i markeri moleculari ai probelor tumorale recoltat¢aoperator de la pacienti. Hecare ar
trebui urmai pentru a dezvolta o asemenea terapie ar fi tomin

1. Selectarea pacielor diagnostica de novo cu glioblastom primar, care sunt de acoud
utilizarea materialului tumoral Tn scogiin ific. Se va incerca recoltarea unei probe tumorale
adecvate in scopul reali unui screening tumoral cat maiamplu.

2. In scopul definirii unui profil molecular pentfigcare prob tumoral, se vor urmrii diver i
markeri specifici acestei aféani cum ar fi: supraexpresia EGFR, PDGFR, VEGFRtata PTEN
cu supraexpresia Akt, nivelul sintezei MMPOMMP2, de regul asociat cu supraexpresia PKC,
nivelul LLCAM, galectin-1 etci markerii de celul stem cum ar fi CD133 nestin.
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3. Dezvoltarea culturilor primare de glioblastonmfre fiecare prob Se vor dezvolta atat culturi
utilizand mediile clasice cat culturi utilizand medii de celule stem in scopzdl rii i cultiv rii
celulelor stem tumorale.

4. Un pas important il va reprezenta alegerea comebinaii specifice de molecule siRNA pe
baza profilului molecular al fiecei probe de glioblastom luate in lucru.

5. Urmtorul pas ar consta in testarea “cocktail-ului” SIBNA ales pentru o anumitprob
tumoral, pe cultura de glioblastom dezvoltadin proba respectiv Ca i vectori de transport
intracelular ai moleculelor de siRNA pot fi utilizaplasmide, molecule peptidice (3) sau mai recent
nanoparticule tip “dendriworms” (4). Eficien combinailor de siRNA trebuie testatatat pe
culturile standard de glioblastom cape culturile de celule stem tumorale la cele m&i pasaje
(pentru a nu interveni modificle fenotipice induse de condle de cultivare). Modificarea
expresiei moleculelorint va fi apreciat prin dou metode: RT-PCRi Western blot, iar efectul
antitumoral va fi cuantificat cat mai exact utilihmarkerii apoptotici.

6. In faza final se vor dezvolta modele in vivo pornind de la frecarob tumoral. Eficiena
SiRNA se va aprecia prin inocularea acestora lelnivkenogrefei tumorale utilizand pompele
osmotice speciale Alzet. Se vasura curba de creere a xenogrefelon perioada de supravigre a
animalelor in scopul aprecierii eficientei SIRNA p@dele in vivo.

7. In cazul in care se va demonstra efigiemoleculelor siRNA atat in vitro catin vivo, se va
putea trece la testarea acestora prin trialuricglinilnocularea siRNA se va putea face prin cageter
intratumorale sau intraventriculare montate ster@at i conectate la rezervoare Omaya. Aceste
proceduri sunt minim invazive prezentand un risnimipentru pacient.

7.2. Concluzii finale

1. Pentru prima datin ar a fost dezvoltat o noua linie de glioblastom, linia T11, cu caraistee
genotipice i fenotipice unice, realizare consemnt literatura de specialitate (12)

2. Pentru prima dafin ar s-au dezvoltat xenogrefe de glioblastom UBJmora a avut o creere
progresiv, aspect evideiat de dimensiunea masei tumorale la cele tramate de timp (7, 21i 28 de zile)
in concordan cu datele din literatura de specialitate.

3. Tn cadrul experimentelor realizate, am demohstracenogrefele U87 exprimmarkeri apoptotici de
tipul caspazei-3, caspazeiiBax in timpul dezvoltrii intracerebrale laoarecii nuzi, fapt demonstrat pentru
prima dat i publicat in literatura de specialitate (63).

4. Celulele stem mezenchimale transfectate cu &l GFP supravigesc in cultur pe termen lung

i au demonstrat capacitatea tumoricia vitro prin sinteza de IFN beta cu efect de e¢ehe a apoptozei in
celulele de glioblastom.

5. Celulele stem mezenchimale transfectate cu Bif1b- GFP nu s-au dovedit viabile pe termen lang i
vivo. Ele supraviauiesc in creieruloarecilor pan la maxim 7 zile, dupcare se degradeaprin fenomene de
apoptoz. Aceste rezultate sugereag sirea unor noi metode de transfectie carews afecteze viabilitatea
celulelor transfectate in vivo.

6. Pentru prima datin ar s-a realizat izolareai cultivarea celulelor stem tumorale din probe de
glioblastom. S-a realizat o caracterizare ighratat in vitro (demonstrandu-se prezemarkerilor de celul
stem) catiin vivo (prin dezvoltarea de xenogrefe @arecii imunosupresati).

7. Studiile histologice au indicat spre deosebire de xenogrefele U87, care au o logocompact,
xenogrefele STONi xenogrefele NECU provenite din celule stem tunieoizolate din glioame maligne sunt
foarte heterogene din punct de vedere al morfologodelului de cretere. Celulele din ambele tipuri de
xenogrefe au migrat prin intermediul substéaalbe in emisfera contralateralonferind acestora un fenotip
infiltrativ.

8. Culturile tumorale expuse amii factorilor ce induc difereierea celulelor stem tumorale nu sunt
capabile s induc formarea de xenogrefe. Pornind de la &dactori se pot sintetiza n@iubstare ce pot fi
folosite in scopul dezvolii unui nou tip de terapie moleculain glioblastom: terapia de difergare.
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