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Capitolul 1 
Date generale despre glioblastom 

 
 

1.1. No�iuni de epidemiologie � i neuroimagistic�  
 
Tumorile cerebrale primare afecteaz�  un segment important din popula�ie, inciden�a acestora 

fiind estimat�  dup�  ultimele statistici la peste 10/100.000 de locuitori/an. Se întâlnesc la toate 
grupele de vârst�  � i afecteaz�  aproximativ egal femeile � i b� rba�ii (14.50/100.000 b� rba�i � i 
15,07/100.000 femei în conformitate cu Registrul de Tumori Cerebrale din Statele Unite ale 
Americii pe perioada 1998-2002, (14)). Dintre tumorile cerebrale primare peste 50% sunt 
reprezentate de glioamele cerebrale, iar în cadrul acestor leziuni tumorale glioblastomul reprezint�  
forma cea mai frecventa (aproximativ 60% din totalul glioamelor) � i cu prognosticul cel mai grav. 
Glioblastomul poate s�  apar�  în orice regiune a SNC � i la orice vârst� , dar cea mai frecventa 
localizare este reprezentata de substan�a alb�  a emisferelor cerebrale, iar vârsta de apari�ie apar�ine 
îndeosebi decadei a 5-a � i a 6-a de viata. Mult mai rar poate s�  apar�  la nivelul trunchiului cerebral la 
copil � i, în mod excep�ional, la nivelul m� duvei spin� rii, atât la copil cât � i la adult. Spre deosebire 
de alte astrocitoame de grad mai mic, în cazul glioblastoamelor evolu�ia simptomatologiei este mult 
mai rapida iar prognosticul este infaust, cu o perioada medie a supravie�uirii de la data diagnostic� rii 
de aproximativ 6 luni – 1 an. 

Pe imaginea CT cerebral cu contrast se observ�  o zon�  central�  de necroz�  (hipodensitate) 
înconjurata de un inel de hipercaptare (zona de tesut tumoral activ – proliferativ), care la rândul ei 
este înconjurata de o zona de edem perilezional al substan�ei albe din vecin� tatea tumorii 
(hipodensitate) (Fig.1). 

 

                         
Fig. 1. Aspectul CT cranian cu substan�a de contrast al unui glioblastom temporal stâng 

 
Aspectul MRI este de asemenea sugestiv pentru glioblastom. Secventa T1 cu contrast ne arat�  o 

forma�iune tumoral�  cu semnal heterogen, cu gadolinofilie periferic�  � i cu zona de hipo � i 
hipersemnal în centrul leziunii (Fig.2). Secven�a T2 ne arat�  o zon�  periferic�  important�  de 
hipersemnal ce se întinde la distan��  de leziune � i care demonstreaz�  zona de edem peritumoral din 
vecin� tatea leziunii. 
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Fig. 2. Aspectul MRI cerebral cu substan�a de contrast al unui glioblastom de nuclei bazali  
 
 

1.2. No�iuni de histopatologie � i genetica 
  
Din punct de vedere al criteriilor de clasificare ale OMS, o tumora gliala gradul IV (glioblastom) 

o diagnostic� m atunci când pe lâng�  celelalte elemente caracteristice astrocitomului anaplazic-grad 
III (mitoze, atipii nucleare), apare necroza � i vasculariza�ia de neoforma�ie. Cu toate acestea, 
glioblastomul este o tumora heterogen�  con�inând atât astrocite relative bine diferen�iate cât � i 
elemente celulare f� r�  nici o diferen�iere (Fig.3).  

Un aspect deosebit de discutat este reprezentat de capacitatea de diseminare a celulelor de 
glioblastom. Astfel, cei mai mul�i autori au sugerat c�  aceste celule, numite sugestiv “guerilla cells”, 
pot fi g� site în substan�a alb�  pân�  la o distan��  de 2 cm fa��  de tumora primar� . Alte studii mai 
recente au eviden�iat capacitatea celulelor tumorale de a infiltra substan�a alb�  la 3 sau mai mul�i cm 
distan��  fa��  de tumora primar�  prin diseminare de-a lungul fibrelor substan�ei albe a emisferelor: 
corp calos, fornix etc. Acest lucru limiteaz�  drastic eficien�a interven�iei chirurgicale, � tiindu-se c�  
practic nu se pot stabilii ni� te limite de “securitate oncologica” în rezec�ia tumorilor sistemului 
nervos central. 

Din punct de vedere imunohistochimic, majoritatea probelor de glioblastom con�in celule 
tumorale GFAP (glial fibrillary acid protein) pozitive, un marker important de diferen�iere al acestor 
leziuni de metastazele cerebrale, cu care uneori se pot confunda neuroimagistic. Anumite tumori, în 
schimb, pot s�  fie GFAP negative � i s�  fie pozitive pentru un alt tip de filament intermediar de 
provenien�a glial� : vimentina. 

 

             
Fig 3. Aspectul microscopic al glioblastomului 
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Marea majoritate a glioblastoamelor (aproximativ 80 % din totalul glioblastoamelor) apar de 
novo, f� r�  nici o leziune premerg� toare – glioblastoamele primare. Cu toate acestea exist�  � i 
glioblastoame ce apar prin dezvoltarea progresiv�  a tumorilor astrocitare de grad II, respectiv III. 
Cele dou�  tipuri de glioblastom nu se deosebesc numai prin modul de evolu�ie ci � i prin muta�iile 
genetice ce stau la baza apari�iei lor.         

Muta�iile genetice cele mai frecvente ce apar în glioblastomul primar sunt reprezentate de 
amplificarea � i supraexprimarea EGFR, apari�ia unor receptori EGF mutan�i, cu posibilitatea de 
autoactivare ligand-independent� , supraexprimarea HDM2, supresia INK4A, loss of heterozygosity 
(LOH) cromozom 10 p, muta�ia PTEN � i alter� ri ale expresiei genei Rb. Spre deosebire de 
glioblastomul primar, în glioblastomul secundar muta�iile genetice apar progresiv, ducând la 
acumularea treptat�  a acestora pe m� sura progresiei din gradul II spre gradul III respectiv IV. 
Intervalul de timp de la progresia unui astrocitom fibrilar infiltrativ (grad II) pân�  la glioblastom 
(grad IV) poate s�  varieze foarte mult, de la 1 an pana la mai mult de 10 ani. În cazul glioblastomului 
secundar, muta�iile princeps ce apar la nivelul astrocitelor precursoare sunt reprezentate de muta�ia 
p53 � i supraexprimarea PDGFR-alpha. Trecerea de la astrocitoamele de grad mic la cele anaplazice 
se datoreaz�  în special LOH cromozom 19 q � i modific� rilor genei Rb. Modific� rile finale 
responsabile de apari�ia glioblastomului secundar sunt reprezentate de LOH cromozom 10 q � i de 
muta�ia PTEN. 

De� i cauza primordial�  a glioamelor cerebrale, respectiv a glioblastomului, nu este cunoscut� , la 
baza dezvolt� rii acestora ar sta, la fel ca � i în cazul tumorilor cu alt�  localizare, apari�ia unui 
dezechilibru între proliferarea celular�  � i fenomenul de apoptoz�  (moarte celular�  programat� ). 
Acest lucru se reflect�  în cre� terea num� rului de celule din �esutul sau organul afectat cu dezvoltarea 
ulterioar�  a unui proces neoplazic. Desigur c� , pe lâng�  modific� rile de ordin cantitativ, în popula�ia 
celular�  survin � i modific� ri calitative ce altereaz�  fenotipul normal a celulei/celulelor de origine al 
procesului tumoral, cel mai frecvent fiind vorba de un proces de dediferen�iere, respectiv de pierdere 
progresiv�  a caracterelor �esutului matur din care provine tumora � i de recâ� tigare a unui fenotip 
asem� n� tor cu cel al �esuturilor embrionare.  

 
 

1.3. Terapia actual�  standard în glioblastom 
 

Terapia standard actual�  const�  în rezec�ia neurochirurgical�  a tumorii, în toate cazurile în care 
acest lucru se poate face f� r�  riscuri majore pentru pacient, urmat�  de efectuarea radioterapiei 
„whole-brain” cu o doz�  total�  de pan�  la 60 Gray, în asociere cu  chimioterapia cu agen�i 
antialchilan�i (38). Importanta primordiala a rezec�iei neurochirurgicale în cadrul acestui tratament 
multimodal rezult�  din studii recente ce demonstreaz�  o leg� tura direct�  între extensia rezec�iei � i 
perioada medie de supravie�uire a pacien�ilor (34). Pe de alta parte, interven�ia chirurgical�  nu poate 
vindeca aceast�  afec�iune, astfel încât rezec�ia nu trebuie s�  determine deficite neurologice severe 
pacientului. Astfel, în cazurile în care tumora este localizat�  profund, invadeaz�  structuri vitale ce nu 
pot fi rezecate, sau starea general�  a pacien�ilor este precar� , se prefer�  efectuarea unei biopsii 
stereotactice, interven�ie minim invaziv�  ce se poate efectua � i în anestezie local�  � i care permite 
stabilirea unui diagnostic histo-patologic exact.      

Radioterapia se asociaz�  în mod obligatoriu în speran�a de a distruge � i celulele infiltrate la 
distan��  de patul tumoral � i de a prelungi perioada de apari�ie a recidivei. Perioada relativ mic�  de 
supravie�uire a pacientului (perioada medie de supravie�uire dup�  chirurgie � i radioterapie este de 
numai 9 luni) permite administrarea unei doze mari de radia�ii, întrucât efectele secundare tardive ale 
radioterapiei apar de regul�  dup�  9-12 luni de la efectuarea ei. Din doza de maxim 60 de Gray, 40 de 
Gray sunt administra�i pe întreg encefalul (whole brain) � i aproximativ 15-20 de Gray se 
administreaz�  la nivelul tumorii.          
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In cazul persoanelor în vârsta de peste 65 de ani s-a demonstrat faptul ca nu exist�  o diferen��  
important�  în perioada de supravie�uire a pacien�ilor la care s-a practicat rezec�ie neurochirurgical�  
urmat�  de radioterapie fa��  de cei la care s-a realizat simpla biopsie urmat�  de radioterapie (35). 
Exist�  mai multe criterii care ne pot ajuta în selectarea pacien�ilor în vederea efectu� rii biopsiei 
stereotactice (38). Astfel pacien�ii la care nu este indicat�  rezec�ia tumoral�  extins�  sunt cei cu: 

- tumor�  voluminoas�  localizat�  la nivelul emisferului dominant 
- glioblastom extins în ambele emisfere, de regul�  prin  invazia corpului calos (glioblastom în 

fluture) 
- vârsta peste 65 ani 
- stare general�  � i neurologic�  alterat� . 
Agen�ii chimioterapeutici utiliza�i în glioblastom sunt agen�ii alchilan�i care au îns�  o ac�iune 

modest� , cu efecte semnificative în doar 10% din cazuri (23). Cei mai utiliza�i, � i cu eficacitate 
similar� , sunt: carmustine (BCNU), CCNU, procarbazin � i cisplatin. Întrucât ac�iunea lor se exercit�  
prin alchilarea lan�ului ADN, eficacitatea lor este crescut�  în cazul persoanelor ce prezint�   inhibi�ia 
prin metilare a genei responsabile de sinteza enzimei: O-metilguanina-DNA metiltransferaza. 
Aceast�  enzim�  contracareaz�  efectele chimioterapiei alchilante, astfel o sinteza sc� zut�  a ei 
poten�eaz�  ac�iunea agen�ilor alchilan�i (19).  O metod�  de cre� tere a eficacit�� ii chimioterapiei ar fi 
cre� terea dozei administrate. Datorit�  lipsei specificit�� ii substan�elor chimioterapeutice utilizate la 
momentul actual, acest lucru ar determina efecte secundare sistemice majore. Astfel s-a încercat 
administrarea intracarotidian�  a carmustinei pentru a cre� te concentra�ia substan�ei la nivelul tumorii 
f� r�  a cre� te concentra�ia sistemic�  (6; 30). Au ap� rut îns�  efecte secundare cerebrale cum ar fi 
leucoencefalopatia � i toxicitatea retinian�  cu sc� derea acuit�� ii vizuale. 

O alt�  metod�  de cre� tere local�  a concentra�iei chimioterapicului, f� r�  cre� tere sistemic� , o 
constituie implantarea la nivelul patului de rezec�ie tumoral� , în timpul interven�iei neurochirurgiale, 
a 4 pân�  la 8 capsule polimerice impregnate cu carmustin. Aceste capsule elibereaz�  lent agentul 
chimioterapic pe o perioad�  de 2-3 s� pt� mâni � i realizeaz�  o cre� tere a concentra�iei de pân�  la peste 
100 de ori comparativ cu administrarea sistemic�  intravenoas�  a acestei substan�e (29). Exist�  studii 
care au demonstrat o cre� tere a perioadei medii de supravie�uire de la 40 la 53 de s� pt� mâni pentru 
cazurile de glioblastom de novo (57). Cu toate acestea, Food and Drug Administration a aprobat în 
Statele Unite ale Americi utilizarea acestor capsule impregnate cu carmustin doar pentru recurentele 
de glioblastom. Una dintre cele mai promi�� toare substan�e alchilante � i cu cele mai pu�ine efecte 
secundare este temozolamida. Este utilizat�  în glioblastomul nou diagnosticat � i se administreaz�  în 
doz�  de 150mg/m2 zilnic timp de 5 zile/lun� , 6-8 cicluri sau pân�  la apari�ia semnelor de toxicitate 
sistemic�  (in principal toxicitate medular� ).      

In concluzie, tratamentul acceptat la ora actual�  pentru pacien�ii cu glioblastom const�  în 
interven�ia neurochirurgical�  de exerez�  a tumorii sau biopsia stereotactic� , urmat�  de radioterapie 
cu o doz�  total�  de pân�  la 60 Gray � i administrare de temozolamid. În ciuda acestui management 
terapeutic complex, perioada medie de supravie�uire a unui pacient cu glioblastom nu dep�� e� te de 
regul�  12 luni, astfel încât trebuie identificate noi solu�ii terapeutice. 

 
 

1.4. Terapii celulare � i moleculare în glioblastom 
 
Prognosticul sumbru al glioblastomului, a c� rui regul�  este recidiva postoperatorie, ne oblig�  la 

aprofundarea elementelor de genetic�  � i biologie molecular�  în speran�a identific� rii unor terapii 
celulare/moleculare complementare care s�  amelioreze evolu�ia nefast�  a acestei afec�iuni. Printre 
terapiile experimentale moderne ce se încearc�  a fi dezvoltate se num� r�  terapiile celulare � i 
moleculare.  

In condi�ii normale, celulele transformate neoplazic sunt identificate � i distruse de c� tre sistemul 
imunitar, proces numit „supraveghere imunologica”. Limfocitele „natural killer” (NK) � i T 
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citotoxice sunt responsabile de acest fenomen (16; 24). Celulele canceroase ce sunt capabile datorit�  
unor muta�ii genetice s�  eludeze acest mecanism imunologic vor dezvolta ulterior diverse tipuri de 
tumori maligne. Mai mult, pe m� sura ce progreseaz� , tumora canceroas�  î� i dezvolt�  mecanisme 
moleculare ce induc imunosupresia organismului gazd� . Acest fapt a fost observat în special în cazul 
glioamelor maligne (13; 61). Printre mecanismele imunologice afectate se num� ra sc� derea 
reactivit�� ii celulelor T (17; 18), precum  � i  sc� derea afinit�� ii receptorilor celulelor T pentru 
citokinele proinflamatorii (41). 

S-a demonstrat experimental c�  activarea sistemului imun compromis prin diverse procedee 
poate s�  ob�in�  eradicarea neoplaziilor induse experimental la �oriceii de laborator (22; 37).  

Printre primele terapii celulare dezvoltate în glioblastomul experimental s-a num� rat utilizarea 
unor limfocite killer activate nespecific prin expunere la citokine � i inocularea stereotactic�  la nivelul 
tumorii cerebrale. Aceste încerc� ri au avut rezultate dezam� gitoare tocmai prin faptul c�  realizau o 
activare nespecific�  a limfocitelor killer. În contrast cu aceste tehnici, ulterior s-au dezvoltat metode 
de activare specific�  a sistemului imunitar prin expunerea celulelor dendritice � i a limfocitelor T la 
ac�iunea unor antigeni tumorali, urmat�  de inocularea lor în organismul gazd� . Acest procedeu 
confer�  o vaccinare a organismului � i expansiunea clonelor celulelor T citotoxice activate specific 
împotriva unor antigeni prezen�i în celulele tumorale, fapt ce conduce la distrugerea �intita a 
acestora. Prin aplicarea acestor tehnici în laborator pe modelele in vivo de glioblastom s-au ob�inut 
rezultate favorabile (20).  

Cel mai studiat tip de terapie celulara în glioblastom din ultima decad�  este reprezentat de 
imunoterapia cu celule dendritice. În acest tip de terapie se recolteaz�  de la pacient (fie prin punc�ie 
medular�  fie prin leucoferez� ) monocitele nediferen�iate. Acestea sunt cultivate � i sunt supuse unei 
ac�iuni de diferen�iere de c� tre celule dendritice prin utilizarea unui coktail de citokine ce con�ine în 
special granulocit stimulating factor (GSC) � i Interleukina 2 (IL-2), dup�  care sunt pulsate prin 
electroforez�  cu antigenele extrase din probele de glioblastom recoltate intraoperator. Aceste celule 
dendritice vor fi utilizate ulterior în scopul vaccin� rii s� pt� mânale a pacientului  pe o perioada de 6-8 
s� pt� mâni. 

Cu toate c�  aceast�  tehnic�  a avut rezultate experimentale preliminarii promi�� toare, în momentul 
ini�ierii trialurilor clinice, prelungirea perioadei de supravie�uire a pacien�ilor trata�i prin aceast�  
metod�  a fost modest� .  

Un exemplu de terapie celular�  în glioblastom este cea care utilizeaz�  celule stem (fie stem 
neurale, fie stem mezenchimale) transfectate cu gene tumoricide, care au ca �int�  celulele de 
glioblastom diseminate în substan�a cerebral� . Dovezile experimentale ce ar� tau tropismul celulelor 
stem neurale pentru xenogrefele de glioblastom au declan� at dezvoltarea unor terapii experimentale 
ce utilizau aceste celule ca vectori celulari pentru substan�e cu ac�iune tumoricid�  fie direct� , cum ar 
fi TRAIL, fie indirect�  prin activarea limfocitelor T citotoxice, cum ar fi IL-12 (21). Din p� cate 
celulele stem neurale sunt greu de ob�inut de la pacient, astfel c�  aplicarea acestei terapii 
experimentale în clinic�  este destul de dificil� . În acest context s-au c� utat alte tipuri de celule care 
s�  fie utilizate ca vectori celulari antitumorali. Grupul de cercet� tori de la Anderson Cancer Research 
Institute din Texas, condus de Nakamizo, a ar� tat pentru prima oara în 2005 c�  � i celulele stem 
mezenchimale manifest�  un tropism pentru xenogrefele de glioblastom, � i c�  utilizarea lor ca vectori 
celulari pentru substan�e tumoricide poate reprezenta o alternativ�  la folosirea celulelor stem neurale 
(42). Evaluarea eficien�ei in vitro � i in vivo (pe animale de laborator) a acestei noi terapii 
experimentale a f� cut obiectul proiectului de cercetare Gliostemcel (CEEX 176/2006), ini�iat de 
autor sub coordonarea Prof. Dr. A.V.Ciurea, � i va fi tratata pe larg în capitolul 5 al tezei de doctorat. 

Primele terapii moleculare au utilizat substan�e cu ac�iune tumoricid�  inoculate intratumoral prin 
tehnica stereotactic� , cum ar fi Interferonul alfa � i beta, IL-2, TRAIL etc. Ulterior aceste substan�e au 
fost integrate în vectori non-celulari, cum ar fi lipozomii. Ace� tia permiteau penetrarea intracelular�  
prin membrana celular� , îns�  într-o manier�  non-specific� . Pentru a cre� te gradul de specificitate, s-
au utilizat molecule cu ac�iune antitumoral�  cuplate cu un anticorp specific pentru un anumit antigen 
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tumoral. Unul dintre cei mai specifici antigeni tumorali în glioblastom este tenascina, o protein�  care 
a fost detectat�  în peste 90% din glioblastoame (60). Riva � i colaboratorii au descris pentru prima 
dat�  utilizarea a doi anticorpi monoclonali BC-2 � i BC-4  în trialuri clinice. BC-2 a fost cuplat cu Iod 
radioactiv 131 � i a fost inoculat intratumoral la pacien�ii cu recuren�e de glioblastom (51; 52; 53). 
Dezvoltarea anticorpilor umani împotriva BC-2 (anticorpi de �oarece) scade îns�  eficien�a acestui tip 
de terapie experimental� .  

O alt�  �int�  utilizat�  a fost receptorul epidermal de cre� tere, EGFR, întrucât acest tip de receptor 
este supraexprimat într-un procent important de glioblastoame. Un trial de faza II în care s-au utilizat 
anticorpi monoclonali anti EGFR cupla�i cu iod radioactiv I 125 a demonstrat lipsa efectelor 
secundare. Cu toate acestea, prelungirea perioadei medii de supravie�uire nu a fost semnificativ�  din 
punct de vedere statistic (11; 40). 

Pe lâng�  forma comun� , wild-type, de EGFR, în peste 50% din cazurile de glioblastom s-a 
identificat o form�  mutant� , numit�  EGFR vIII. Muta�ia const�  în dele�ia unui fragment ce con�ine 
grup� ri –NH2 de la nivelul extracelular al receptorului, constituind astfel o variant�  antigen specific�  
diferit�  de forma comun�  � i cu o specificitate înalt�  pentru glioamele maligne. Astfel, dezvoltarea 
unui anticorp monoclonal specific pentru aceast�  form�  mutant�  de EGFR, ca � i transportor de 
substan�e antitumorale, poate constituii un mijloc eficient de tratament pentru glioblastom.  

În ciuda unor rezultate încurajatoare ob�inute prin utilizarea anticorpilor anti-tenascin cupla�i cu 
izotopi radioactivi, utilizarea imunoterapiei serice are câteva limit� ri importante. E� ecul identific� rii 
unei proteine de suprafa��  care s�  joace un rol cheie în procesul de proliferare celular� , va conduce la 
limitarea acestui tip de terapie. De asemenea, �inând cont de heterogenitatea celular�  foarte mare a 
glioamelor maligne, este evident faptul c�  un singur antigen nu va fi suficient s�  fie folosit ca �int�  
pentru orice form�  de terapie.  

Una dintre cele mai interesante direc�ii de dezvoltare este reprezentat�  de izolarea � i 
caracterizarea a�a-numitelor celule stem tumorale din glioblastom (26). Descoperirea acestor celule a 
reprezentat un pas important în dezvoltarea conceptului de oncogenez�  în glioamele maligne � i 
constituie un punct de cotitur�  în dezvoltarea de noi terapii în glioblastom. Astfel, “�intirea” a� a 
numitelor celule stem tumorale (recent izolate � i din glioblastom) utilizând molecule ce induc 
diferen�ierea acestor celule (terapia de diferen�iere) reprezint�  cea mai nou�  tendin��  în tratamentul 
glioamelor cerebrale maligne. Evaluarea eficien�ei in vitro � i in vivo (pe animale de laborator) a 
acestei noi terapii experimentale constituie obiectul proiectului de cercetare Tumorstem (PNCDI II 
41_035/2007) ini�iat de autor sub coordonarea Prof. Dr. A.V.Ciurea � i va fi tratat pe larg în capitolul 
6 al tezei de doctorat. 

Înainte de a prezenta concluziile proiectelor de cercetare referitoare la eficien�a acestor terapii 
experimentale la nivel in vitro (pe culturi celulare de glioblastom) � i in vivo (pe animale de laborator 
imunosupresate), vom descrie mai întâi câteva no�iuni de baza legate de genetica � i biologia 
moleculara a glioamelor cerebrale maligne (prezentate în Capitolul 2). Ulterior vom descrie 
experimentele desf�� urate de autor � i colaboratori, care au avut ca rezultat dezvoltarea modelelor 
experimentale de glioblastom, atât a modelului in vitro (descris în Capitolul 3)  cât � i a modelului in 
vivo (descris în Capitolul 4). Acest lucru este absolut necesar întrucât pân�  la momentul ini�ierii 
experimentelor ce vor fi descrise în teza de doctorat, în România nu existau astfel de modele 
experimentale.  

Finalul tezei de doctorat îl vom dedica unui domeniu foarte recent � i extrem de promi�� tor: 
terapiile personalizate în glioblastom ce utilizeaz�  siRNA în scopul bloc� rii concomitente a genelor 
� i c� ilor de semnalizare perturbate în aceasta afec�iune deosebit de  sever�  (descrise în Capitolul 7). 
Mai mult, în acest tip de terapie vor fi identificate de la caz la caz muta�iile genetice � i c� ile afectate, 
astfel încât se va putea sintetiza un „coktail” individual de molecule siRNA, specific pentru fiecare 
bolnav în parte. 
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Capitolul 2 

Elemente de genetic�  � i biologie molecular�  în 
glioamele cerebrale maligne 

 
 

2.1 Elemente de biologie molecular�  ale ciclului celular. Apoptoza 
 
2.1.1. Ciclul celular 
Cu toate c�  proliferarea celular�  sus�inut�  este esen�ial�  în cadrul procesului de embriogenez� , 

controlul acestei prolifer� ri este foarte important la organismele adulte în scopul p� str� rii arhitecturii 
normale a �esuturilor. Astfel, mecanismele de control ale diviziunii celulare sunt printre primele 
afectate în fenomenul de carcinogenez� . Din acest motiv cunoa� terea elementelor moleculare ce stau 
la baza ini�ierii, desf�� ur� rii � i stop� rii diviziunii celulare este important�  în procesul de identificare 
a cauzelor ce ini�iaz�  oncogeneza. 

Ciclul celular al unei celule eucariote este împ� r�it în 4 faze: faza G1 – faza de sintez�  proteic�  în 
scopul cre� terii masei � i volumului celular � i de sintez�  a nucleotidelor ce vor fi integrate în noul lan� 
de ADN, faza S – faza de replicare a lan�ului ADN, faza G2 – faza de sintez�  proteic�  � i faza final� , 
faza M  – mitoza când are loc procesul efectiv de separare a celor dou�  celule fiice. În cadrul fazei 
G1 celula eucariot�  adult�  poate s�  r� mân�  într-o faz�  special� , numit�  G0, în care nu se divide. 
Aceast�  etap�  poate dura de la câteva ore pân�  la câ�iva ani. Celula poate ie� i în orice moment din 
faza G0 � i s�  treac�  în etapa G1 sub influen�a factorilor externi. Exist�  trei momente în cadrul 
ciclului celular (a�a numitele “checkpoints”) când se poate realiza blocarea sau din contr�  
ini�ierea/continuarea ciclului celular (Fig. 4) (2).  

 

                                            
Fig. 4. Principalele puncte de control (checkpoints) ale ciclului celular (Dupa Alberts modificat) 
 
Dintre cele trei, de importan�a primordial�  este momentul G1/S când are loc practic ini�ierea 

duplic� rii lan�ului ADN ce va asigura transmiterea fidel�  a informa�iei genetice de la celula mam�  la 
celulele fiice. Acest checkpoint este influen�at de factorii extracelulari, deosebit de importan�i într-un 
organism multicelular, cum ar fi factorii de cre� tere (Fibroblast growth factor - FGF, Epidermal 
growth factor - EGF, etc). Urm� torul prag este la momentul G2/M, când se va decide declan�area 
procesului de mitoz� . De� i acest fenomen este mai spectaculos din punct de vedere al fenomenelor 
vizibile microscopic, este de importan��  secundar�  din punct de vedere al controlului ciclului celular. 
El este influen�at într-o oarecare m� sur�  de factori externi, dar factorii interni sunt cei ce joac�  un rol 
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mai important, respectiv declan�area lui este condi�ionat�  de replicarea complet�  a lan�ului ADN. 
Mai exist�  � i un al treilea checkpoint în cursul fazei M, ce este reprezentat de alinierea corect�  a 
cromozomilor la nivelul fusului mitotic. Acest fenomen va permite finalizarea mitozei � i încheierea 
ciclului celular.          

Desf�� urarea repetitiv�  a acestor fenomene este rezultatul unei varia�ii ciclice a concentra�iei 
unor proteine cheie: ciclinele. Aceste proteine sufer�  un proces periodic de sintez�  urmat�  de 
acumulare intracelular�  � i respectiv de degradare urmat�  de sc� derea concentra�iei, fapt ce 
declan�eaz�  în mod succesiv fenomenele asociate ciclului celular. Aceste proteine singure nu sunt 
capabile s�  interac�ioneze cu alte proteine responsabile de declan� area unor procese specifice 
asociate ciclului celular (sinteza ADN, sinteza proteic� , asamblarea fusului mitotic etc.). Ele 
constituie doar un fel de „orologiu” intern ce sincronizeaz�  perfect etapele succesive ale ciclului 
celular, „orologiu” ce poate fi „oprit” � i „repornit” prin influen�a factorilor extracelulari la nivelul 
punctelor critice (checkpoints). Pentru a putea s� -� i exercite periodic influen�ele asupra 
comportamentului celular, ciclinele ac�ioneaz�  în tandem cu o alt�  familie de proteine numite kinaze 
ciclin-dependente (Cdks = cyclin-dependent kinases) care au o concentra�ie relativ constant�  pe 
parcursul întregului ciclu celular. Prin cuplarea periodic�  cu aceste proteine, se formeaz�  complexe 
proteice active cu activitate kinazic� . Astfel, complexele proteice, prin transferul unei grup� ri fosfat 
(provenit din scindarea adenozintrifosfatului – ATP în adenozindifosfat – ADP) la nivelul unei 
tirozine sau treonine din structura moleculei proteice �int� , realizeaz�  activarea unor proteine cheie 
ce ini�iaz�  evenimentele responsabile de declan�area � i între�inerea ciclului celular (sinteza ADN, 
sinteza proteic� , condensarea cromozomilor, asamblarea fusului mitotic etc). Întrucât fiecare etap�  
î� i desf�� oar�  propriile procese, exist�  mai multe tipuri de cicline. Fiecare ciclin�  atinge concentra�ia 
maxim�  la un moment bine determinat al ciclului celular, declan�ând anumite fenomene specifice. 
Activarea � i specificitatea de substrat în cadrul complexului ciclin� -Cdks este dat�  de ciclina 
respectiv� . Spre exemplu, M ciclinele prin cuplarea cu Cdks la momentul tranzi�iei G2/M vor activa 
prin fosforilare proteinele cheie responsabile de condensarea cromozomilor, dezasamblarea 
înveli� ului nuclear, asamblarea fusului mitotic etc. (2). 

 
2.1.2. Apoptoza 
Întrucât controlul num� rului de celule ale unui �esut sau organ se face fie prin influen�area 

prolifer� rii celulare, fie prin activarea procesului de apoptoz� , este important s�  schi�� m � i substratul 
molecular al fenomenului apoptotic.     

Desf�� urarea procesului apoptotic este rezultatul activ� rii unei familii de proteaze denumite 
generic caspaze (denumirea provine de la faptul c�  au la nivelul situsului activ cisteina � i ac�ioneaz�  
prin clivarea proteinelor substrat la nivelul acidului aspartic) (2). Ele sunt sintetizate în form�  
inactiv�  ca � i procaspaze � i sunt activate de c� tre alte caspaze. Astfel activarea caspazelor se va face 
ca o reac�ie în lan� cu amplificarea în cascad�  a semnalului ce va avea ca rezultat un efect 
autodistructiv foarte intens. La finalul cascadei enzimatice, sunt activate acele caspaze care 
ac�ioneaz�  direct asupra anumitor proteine structurale celulare. Spre exemplu anumite caspaze 
scindeaz�  laminina, producând dezintegrarea membranei nucleare, altele activeaz�  enzimele ce 
cliveaz�  ADN-ul, altele dezintegreaz�  membrana mitocondrial� . În principal sunt �intite acele 
molecule ce servesc ca � i schelet al membranelor sau sunt componente ale citoscheletului, respectiv 
macromolecule cheie pentru celul�  cum ar fi lan�ul ADN.       

Apoptoza poate fi ini�iat�  de c� tre semnale din mediul extracelular (calea extrinsec� ) sau poate fi 
activat�  datorit�  unor modific� ri survenite în interiorul celulei (calea intrinsec� ). Trebuie men�ionat 
faptul c�  � i în cele mai agresive tumori calea intrinsec�  a apoptozei nu dispare total. Spre exemplu la 
modelul experimental de glioblastom U87, cel mai folosit în laborator, s-a identificat prin metode 
imunohistochimice prezen�a markerilor apoptotici apar�inând c� ii intrinseci cum ar fi Bax, caspaza 9 
� i caspaza 3, aceast�  descoperire aducând o îmbun� t�� ire substan�ial�  acestui model experimental 
(63). 
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2.2 Rolul receptorilor de membran�  în procesul de proliferare celular�  
  
2.2.1. Receptorii tirozinkinazici        
Dintre proteinele ligand ce activeaz�  receptorii tirozinkinazici men�ion� m pe cei mai importan�i 

� i cu implica�ii în ini�ierea � i/sau progresia tumorilor cerebrale: factorul de cre� tere epidermal (EGF 
– epidermal growth factor), factorul de cre� tere fibroblastic (FGF – fibroblastic growth factor), 
factorul de cre� tere derivat plachetar (PDGF – plateled – derived growth factor), factorul de cre� tere 
endotelial vascular (VEGF – vascular endothelial growth factor) � i factorul de cre� tere neural (NGF 
– nerve growth factor).  Întrucât acest tip de receptori are un singur domeniu transmembranar, este 
foarte important�  oligomerizarea acestora pentru ca modificarea conforma�ional�  s�  fie transmis�  de 
la componenta extracelular�  activat�  de ligand la componenta intracelular�  cu activitate 
tirozinkinazic�  intrinsec� . În anumite cazuri procesul de oligomerizare se produce în momentul 
leg� rii ligandului. În alte cazuri receptorii sunt deja oligomeriza�i (fie ca dimeri fie ca oligomeri) în 
momentul cupl� rii cu ligandul. Ca urmare a acestui fenomen este evident faptul c�  � i factorii de 
cre� tere ce ac�ioneaz�  ca liganzi fie sunt dimeri (ca de exemplu PDGF), fie sunt polimeriza�i (prin 
legarea de macromolecula de heparansulfat cum se întampl�  în cazul FGF), fie sunt monomeri dar au 
dou�  situsuri active ceea ce le permite interactionarea cu un receptor dimeric (ca în cazul EGF) (Fig. 
5) (2). 

                     

Fig. 5. Prezentarea schematic�  a doi receptori tirozinkinazici: EGFR � i PDGFR 

             
 În cazul în care receptorii sunt ini�iali monomerici, cuplarea cu un ligand dimeric, spre exemplu 
PDGF, produce dimerizarea � i a proteinei receptor corespunz� toare. Astfel, componentele 
intracelulare cu activitate tirozinkinazic�  ale celor dou�  molecule PDGFR (plateled – derived growth 
factor receptor) ajung suficient de aproape una de cealalt�  încât s�  se produc�  fenomenul de 
fosforilare încruci�at� . În cazul în care moleculele receptor erau deja dimerizate, cuplarea cu ligandul 
induce o rearanjare a pozi�iei relative ale celor dou�  molecule astfel încât situsurile enzimatice active 
intracelulare s�  fie pozi�ionate suficient de aproape una de cealalt�  pentru a-� i exercita activitatea 
enzimatic�  (Fig 9) (2). Aceast�  fosforilare încruci�at�  a receptorului este un fenomen crucial întrucât 
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alterarea conforma�iei intracelulare a receptorului determin�  cuplarea cu diverse molecule ce 
contribuie la transmiterea semnalului intracelular pe diverse c� i de semnalizare. 

Dintre numeroasele proteine implicate în procesul de transmitere intracelular�  a informa�iei de la 
receptorii tirozinkinazici activa�i, trei sunt printre cele mai importante: Proteina Ras, Fosfolipaza C-�  
(PL C-� ), Fosfatidilinozitol 3-kinaza (PI 3-kinase). 

 

2.3 Modific� rile genetice responsabile de procesul de ini�iere � i progresie tumoral�  
al astrocitoamelor 

Fiecare din mecanismele descrise în paragrafele precedente joac�  un rol important în procesul de 
proliferare celular� . Perturbarea oric� rui component al acestor mecanisme poate ini�ia sau poate 
contribui la procesul de progresie tumoral�  al astrocitoamelor. În acest subcapitol vom descrie 
principalele muta�ii genetice ce contribuie la transformarea unei celule gliale normale într-o celul�  
tumoral�  � i le vom grupa �inând cont de principalele mecanisme intracelulare de control al 
proliferarii.  

2.3.1. Perturbarea ciclului celular � i a apoptozei       
S-au acumulat numeroase dovezi experimentale care arat�  c�  muta�ia genei p53, localizat�  pe 

bra�ul scurt al cromozomului 17, sau dele�ia 17 p, reprezint�  evenimentul ini�iator major în progresia 
tumoral�  a astrocitoamelor de la gradul II la gradul III � i în final la forma cea mai malign�  de 
glioblastom. O protein�  p53 inactiv�  face posibil�  acumularea progresiv�  a muta�iilor genice, cu 
amplificarea poten�ialului oncogenic de la un ciclu celular la altul, explicând fenomenul de 
dediferen�iere ce are loc la glioamele de grad mic (25). Dele�ia 17 p sau muta�ia genei p53 se g� se� te 
în aproximativ o treime din astrocitoamele adultului, sugerând importan�a acestei muta�ii ca 
eveniment ini�iator al astrocitoamelor de grad mic (33). Trebuie subliniat faptul c�  prin ea înse� i 
muta�ia singular�  a proteinei p53 nu ini�iaz�  tumorigeneza în astrocitomul normal, fapt demonstrat 
experimental (32;15). Acest lucru este explicat prin faptul c�  p53 în sine nu stimuleaz�  proliferarea 
celular� , în schimb permite acumularea altor muta�ii genetice ce vor concura în final la apari�ia 
fenotipului tumoral. De asemenea exist�  studii la pacien�i cu astrocitoame anaplazice, la care s-au 
realizat biopsii seriate în timp � i care au demonstrat prezen�a muta�iei p53 la peste 90% din pacien�ii 
ce au avut anterior ca rezultat al biopsiei diagnosticul de gliom grad II (58). Un alt argument 
important ce subliniaz�  rolul muta�iei p53 ca � i eveniment princeps în ini�ierea transform� rii 
tumorale a celulei gliale este tendin�a pacien�ilor cu sindrom Li-Fraumeni de a dezvolta astrocitoame 
(33). Se � tie c�  pacien�ii cu acest sindrom au o muta�ie a genei p53 la nivelul liniei germinale. 

Dup�  cum am descris anterior, pe lâng�  p53, mai exist�  o alt�  protein�  implicat�  în procesul de 
control al ciclului celular, proteina Mdm2 (HDM2). Supraexpresia acestei proteine poate inactiva 
p53, rezultatul fiind oarecum similar cu cel al muta�iei genei p53. Astfel, amplificarea � i 
supraexpresia genei Mdm2 este întâlnit�  frecvent în glioamele maligne (grad III � i IV), fiind pe locul 
doi ca frecven��  dup�  amplificarea genei de sintez�  a receptorului factorului de cre� tere epidermal 
(EGFR).  Spre deosebire de muta�ia p53 care este specific�  atât glioamelor de grad II � i III, cât � i 
glioblastomului secundar, amplificarea � i supraexpresia Mdm2 (HDM2) este frecvent întâlnit�  în 
glioblastomul primar.             

O alt�  muta�ie cheie, foarte important�  deoarece se g� se� te frecvent în glioblastomul primar � i 
poate explica agresivitatea deosebit�  a acestuia este cea a locusului supresor tumoral CDKN2A, 
localizat la nivelul 9p21, men�ionat în subcapitolul 2. Acesta codific�  dou�  proteine ce joac�  un rol 
cheie în reglarea ciclului celular. Prima este proteina p14ARF ce inhib�  sinteza HDM2 stimulând 
astfel expresia p53 ce suprim�  proliferarea celular�  (39). Astfel, o muta�ie a acestei proteine 
determin�  accelerarea prolifer� rii celulare prin degradarea continu�  a p53 via HDM2 (56). Cea de-a 
doua protein�  sintetizat�  de c� tre acela� i locus este INK4A ce în mod normal moduleaz�  în timpul 
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fazei G1 interac�iunea  dintre complexul CiclinaD-Cdk4 � i complexul E2F-Rb, inhibând exprimarea 
E2F � i sinteza ciclinelor fazei de tranzi�ie G1/S, având astfel un efect de stopare al prolifer� rii 
celulare. Muta�ia locusului CDKN2A este frecvent�  în glioblastomul primar fa��  de cel secundar (9). 
Agresivitatea deosebit�  a glioblastomului primar este explicat�  de faptul c�  o muta�ie a acestui locus 
determin�  inactivarea a dou�  proteine cheie inhibitoare ale prolifer� rii celulare ce ac�ioneaz�  prin 
dou�  mecanisme independente (p14ARF via p53 � i INK4A via E2F-Rb) (33).    

2.3.2. Perturbarea func�iei receptorilor tirozinkinazici    
 Celulele gliale normale au nevoie de prezen�a factorilor de cre� tere pentru a supravie�ui � i 
prolifera în scopul înlocuirii celulelor distruse de diverse injurii. Cu toate acestea, stimularea 
excesiv�  pe calea receptorilor factorilor de cre� tere � i pe c� ile de semnalizare intracelulare are ca 
rezultat o proliferare celular�  necontrolat�  cu dezvoltarea diverselor tipuri de tumori. Dintre 
receptorii tirozinkinazici implica�i în procesul de oncogenez�  glial�  cei mai importan�i sunt EGFR, 
PDGFR � i VEGFR. Supraactivarea acestora se poate produce prin mai multe mecanisme dup�  cum 
urmeaz� : a. supraexpresia cu cre� terea num� rului de receptori ancora�i la nivelul membranei 
celulare, b. sinteza unui num� r normal de receptori dar cu o structur�  anormal�  care produc un 
r� spuns mai intens � i mai prelungit la cuplarea cu ligandul, c. sintetizarea unor receptori care sunt 
constitu�ional activi indiferent de prezen�a în mediul extracelular a factorului de cre� tere � i d. muta�ii 
ce apar la nivelul moleculelor componente ale c� ilor de semnalizare intracelulare activate de c� tre 
ace� ti receptori � i care vor fi detailate în paragrafele urm� toare. 

                

Fig. 6. Principalele muta�ii genetice responsabile de procesul de ini�iere � i progresie tumoral�  al 
astrocitoamelor (modificat dup�  Hussaini) 

 

2.4 Genetica glioamelor maligne 

Glioamele sunt cele mai frecvente tumori cerebrale primare (38). Marea majoritate a acestora 
sunt tumori cu o evolu�ie malign� . Spre exemplu glioblastomul, cea mai frecvent�  tumor�  glial�  este 
una dintre cele mai agresive tumori ale sistemului nervos central (38). Luând în considerare aceste 
date, putem în�elege importan�a studierii muta�iilor genetice în cadrul glioamelor din perspectiva 
dezvolt� rii unor noi solu�ii terapeutice care s�  includ�  terapii �intite moleculare în scopul corect� rii 
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modific� rilor de la nivelul receptorilor � i a c� ilor de semnalizare intracelulare responsabile de 
transformarea tumoral�  a celulelor gliale. În cadrul acestui subcapitol vom detaila modific� rile 
patologice moleculare ale celor mai frecvente tumori gliale, descrise în ordinea cresc� toare a 
malignit�� ii acestora, punând evident accentul pe cea mai malign�  � i totodat�  cea mai frecvent�  
tumora glial� : glioblastomul 

2.4.1. Glioblastomul multiform        
Acest tip de tumor�  este cel mai malign � i reprezint�  aproximativ 60% din totalul tumorilor 

astrocitare (64). Este compus�  din celule ce prezint�  toate criteriile de malignitate: diferen�iere foarte 
redus� , mitoze frecvente, pleomorfism celular � i nuclear la care se adaug�  în mod caracteristic 
neovasculariza�ie � i mai ales zone de necroz�  ce pot cuprinde pân�  la aproximativ 80% din masa 
tumoral�  (33). De asemenea aceste tumori manifest�  o infiltrare extensiv�  la nivelul ganglionilor 
bazali, ai cortexului cerebral � i mai ales la nivelul emisferului cerebral contralateral prin intermediul 
corpului calos. Cea mai mare parte este reprezentat�  de glioblastomul primar (peste 80%); tip de 
tumor�  ce apare de novo f� r�  a exista o alt�  tumor�  premerg� toare ei. În celelalte 20% de cazuri, se 
descoper�  ini�ial o tumor�  de grad mic II sau III ce se transform�  printr-un proces de dediferentiere, 
dup�  un interval de câ�iva ani, într-un glioblastom - gradul IV. Chiar dac�  din punct de vedere 
histopatologic aceste subtipuri tumorale de glioblastom nu pot fi diferen�iate, exist�  numeroase 
elemente genetice ce le deosebesc � i care arat�  c�  muta�ii ale unor tipuri diferiti de receptori � i c� i de 
semnalizare stau la baza patogenezei acestora. Astfel în cazul glioblastomului primar putem g� si mai 
frecvent urm� toarele tipuri de muta�ii genetice: supraexpresia EGFR, amplificarea � i supraexpresia 
HDM2, dele�ia INK2A, dele�ia 10p � i 10q, muta�ia PTEN � i alterarea c� ii Rb.  

Spre deosebire de glioblastomul primar, în cel secundar se produc muta�ii genetice progresive ce 
determin�  o acumulare treptat�  de noi tr� s� turi de malignitate ce vor determina în timp 
dediferen�ierea în forme din ce în ce mai agresive. Astfel, în func�ie de severitatea � i num� rul 
muta�iilor genetice ap� rute, progresia tumoral�  spre globlastomul secundar poate s�  dureze între 1 an 
� i 10 ani (44). Pasul ini�ial este reprezentat de apari�ia unei muta�ii p53 sau de supraexprimarea 
PDGFR la nivelul unui astrocit diferen�iat sau a unui precursor glial. Urm� torul pas este reprezentat 
de transformarea astrocitomului gradul II în astrocitom anaplazic, grad III, cel mai frecvent printr-o 
dele�ie 19q sau muta�ie la nivelul genei Rb. Etapa final�  de transformare în glioblastom presupune 
apari�ia dele�iei 10q � i a muta�iei PTEN (33). Pe lâng�  muta�iile care inactiveaz�  aceste gene sau 
determin�  sinteza unor produ� i proteici inactivi, mai pot s�  apar�  � i inactiv� ri ale unor gene prin 
hipermetilarea promoterilor respectivi, cum se întâmpl�  în cazul genelor p53, Rb � i p14ARF. 

. 
 
 
 

Capitolul 3 
 

Dezvoltarea modelelor in vitro de glioblastom 
 
Glioblastomul reprezint�  cel mai frecvent tip de tumor�  cerebral�  primar� . În ciuda tratamentului 

complex aplicat (interven�ie neurochirurgical� , radioterapie � i chimioterapie), prognosticul este 
infaust, cu o perioada medie a supravie�uirii de la data diagnostic� rii de aproximativ 6 luni – 1 an. 
Devine astfel evident�  necesitatea dezvolt� rii unor terapii complementare – adjuvante care s�  încerce 
dac�  nu vindecarea bolii, cel pu�in cre� terea perioadei de supravie�uire. Testarea oric� rei forme de 
terapie se face ini�ial pe modele in vitro de glioblastom (culturi celulare) � i ulterior pe modele in vivo 
de glioblastom (xenogrefe tumorale), dup�  care se trece la etapa trialurilor clinice. 

Înainte de a prezenta concluziile proiectelor de cercetare referitoare la eficien�a acestor terapii 
experimentale la nivel in vitro (pe culturi celulare de glioblastom) � i in vivo (pe animale de laborator 
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imunosupresate), vom descrie în cadrul acestui capitol dezvoltarea modelelor experimentale in vitro 
(culturi celulare primare, secundare � i linie stabilizat�  de glioblastom), urmând ca în cadrul 
capitolului urmator sa descriem dezvoltarea modelului in vivo (xenogrefe de glioblastom). Acest 
lucru este absolut necesar întrucât pân�  la momentul ini�ierii experimentelor ce vor fi descrise în teza 
de doctorat, în România nu existau astfel de modele experimentale.  

Modelele in vitro � i in vivo de glioblastom au fost dezvoltate cu sprijinul financiar al proiectelor 
Gliostemcel (CEEX 176/2006) � i Tumorstem (PNCDI II 41_035/207) � i ca urmare a unei colabor� ri 
strânse între Spitalul Clinic de Urgenta “Bagdasar-Arseni”, Institutul Na�ional de cercetare-
dezvoltare pentru � tiin�e Biologice, Institutul de Virusologie “� tefan S. Nicolau” � i Universitatea 
Bucure� ti. 

 
 

3.1. Culturi primare � i secundare de glioblastom 
 
In vederea ob�inerii culturilor celulare primare de glioblastom, sunt necesare o serie de etape 

experimentale. 
 
3.1.1. Prelevarea fragmentelor tumorale 
Fragmentul de �esut tumoral este prelevat prin abord chirurgical direct.  
Tehnicile de prelevare chirurgical�  ale fragmentului tisular tumoral sunt biopsia deschis�  

intraoperatorie respectiv biopsia închisa stereotactic� . 
Biopsia deschis�  intraoperatorie se realizeaz�  în timpul exerezei chirurgicale totale sau par�iale a 

tumorii cerebrale. Este la latitudinea chirurgului de a alege fragmentele tumorale semnificative care 
trebuie trimise pentru examen anatomopatologic, examen extemporaneu � i pentru crioconservare.
 Biopsia închis� , stereotactic� , neasistat�  de metode de imagistic�  de tip metabolic (Positron 
Emission Tomography - PET), pune probleme de alegere a zonei �inta cea mai elocvent�  pentru 
gradul tumoral maxim de malignitate. Fragmentele tumorale sunt mici � i dificil de procesat. Acest 
procedeu se practic�  în cazul tumorilor profunde sau localizate în arii elocvente, la care tehnica 
neurochirurgical�  clasic�  ar presupune expunerea pacientului la riscuri intraoperatorii prea mari. 
Intraoperator se preleveaz�  în condi�ii sterile unul sau mai multe fragmente sugestive, în anumite 
tuburi de recoltare. Tuburile de prelevare sunt de tip Vacutainer steril, tuburi vidate. Tuburile sunt 
preînc� rcate cu 4 ml de ser fiziologic sau mediu de cultura DMEM la 37°C, steril.  

3.1.2. Prelucrarea fragmentelor tumorale recoltate     
Prelucrarea fragmentelor se realizeaz�  în condi�ii de perfect�  sterilitate, în hota de lucru.  
Înainte de prelucrarea mecanic� , fragmentele tumorale sunt sp� late de 3 ori cu ser fiziologic sau 

PBS (solutie tampon fosfat – phosphate buffer solution), pentru îndep� rtarea urmelor de sânge � i a 
detritusurilor celulare.  

Prelucrarea � i selec�ia grupurilor celulare elocvente se realizeaz�  cu instrumentar fin, extrem de 
ascu�it, steril, de tip instrumentar microchirurgical, intr-o cutie Petri de dimensiuni medii.   

 
3.1.3. Dispersia fragmentelor tisulare   
Celulele cultivate deriv�  din explante primare reprezentate de fragmente tumorale reprezentative 

din punct de vedere macroscopic, prelevate direct intraoperator.  
Autorul sugereaz�  c�  dispersia mecanic� , prin agitare pe agitator magnetic, asociat�  cu dispersia 

chimic�  (tripsinizare) poate produce o afectare membranar�  sever� , inclusiv a moleculelor � i 
receptorilor de aderare celular� , producând internalizarea intracitoplasmatic�  sau chiar distrugerea 
acestora. Dispersia tisular�  s-a dovedit a fi mai eficient�  � i mai rapid�  când s-a utilizat solu�ia de 
tripsin�  comparativ cu EDTA, în schimb, aderarea celular�  � i formarea monostratului s-au produs 
mult mai lent în cazul dispersiei enzimatice. 
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3.1.4. Aderarea � i etalarea celulara. Formarea monostratului. 
Înainte de a începe s�  prolifereze, celulele tumorale, aflate ini�ial în suspensie, dup�  dezagregarea 

tisular�  trebuie s�  adere � i s�  se etaleze pe substratul vasului de cultur�  (Fig.7). O tripsinizare blând�  
favorizeaz�  aderarea celular�  mediat�  de receptori celulari specifici de suprafa�� .  

 

 
Fig. 7. a. Cultura primar�  de glioblastom în ziua 4. Coloratie Giemsa. Celulele rotunde aderate, 

cu spiculi citoplasmatici intercelulari. Magnifica�ie obiectiv 10X. Etalarea celulelor de glioblastom 
dup�  7 zile (b), respectiv 12 zile (c). Magnifica�ie obiectiv 20X 

  
Formarea monostratului se realizeaz�  lent, într-o perioada de timp variind între câteva ore � i 10 

zile chiar � i în cadrul unor tumori de acela� i tip histologic. Faza sta�ionar�  a culturii se caracterizeaz�  
prin reducerea masiv�  a diviziunilor celulare cu men�inerea relativ constant�  a densit�� ii de satura�ie 
specifice � i formarea monostratului confluent. 

Primul strat celular (monostrat) rezultat reprezint�  cultura primar� . În popula�ia celular�  primar�  
sunt reprezentate toate tipurile celulare existente în �esutul de origine. De� i heterogene morfologic, 
celulele culturii primare prezint�  caracterele patologice ale �esutului de origine. 

 
3.1.5. Evaluarea prolifer� rii celulare 
In figura 8 sunt reprezentate grafic curbele de cre� tere a 2 glioblastoame de la care au fost ini�iate 

culturi de celule. Num� rul dubl� rilor de popula�ie pentru glioblastomul cu rata de proliferare mai 
mare a fost de 2.9, fa��  de 1.8 pentru cultura ce prolifereaz�  mai pu�in. Dup�  acest interval, celulele 
au atins confluen�a dup�  care au început s�  îmb� trâneasc�  � i s�  moar� . În cazurile analizate, celulele 
au prezentat o vitez�  de proliferare destul de redus� , aceast�  valoare fiind mult mai mic�  decât în 
cazul liniilor celulare tumorale stabilizate, unde celulele au o rat�  de multiplicare cu un timp mediu 
de dublare de popula�ie de 24-40 de ore.  

Astfel, se observ�  un num� r variabil de dubl� ri popula�ionale pentru culturi provenite din tumori 
diferite, ceea ce presupune � i timpi diferi�i de dublare popula�ional� , în strâns�  dependen��  cu 
caracteristicile proliferative ale tumorii de origine � i gradul de malignitate al acesteia. 
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Figura 8.  Reprezentarea grafic�  a cineticii de cre� tere a celulelor tumorale provenite din 2 
glioblastoame (valoare medie ± devia�ie standard). 
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3.2. Ob�inerea linei de glioblastom T11 

 
Ini�ierea � i caracterizarea unei linii celulare de glioblastom reprezint�  un pas esen�ial în vederea 

ob�inerii unui nou model in vitro � i in vivo de glioblastom. Substan�ele chimioterapeutice utilizate în 
clinica au fost ini�ial testate pe liniile uzuale de glioblastom cum ar fi U87, U373 � i U251. R� spunsul 
la chimioterapie îns�  este destul de variabil de la pacient la pacient. Acest lucru poate fi explicat prin 
variabilitatea expresiei fenotipice a diverselor categorii de receptori moleculari sau a diverselor c� i 
de semnalizare de la pacient la pacient. Astfel devine imperios necesar�  dezvoltarea de noi linii de 
glioblastom ce au noi caracteristici legate de expresia receptorilor moleculari � i de sensibilitatea la 
diver� i agen�i chimioterapeutici.  

Autorul � i colaboratorii au reu� it s�  dezvolte o noua linie de glioblastom, denumit�  T11, ce a fost 
izolat�  pornind de la o proba tumorala (gliom grad IV - glioblastom) recoltata intraoperator de la o 
pacient�  de 58 ani, cu consim�� mântul scris al pacientei (12). Proba a fost prelucrat�  prin triturare 
mecanic� , urmat�  de digestie enzimatic�  cu tripsin�  0.125% � i 20 mM EDTA. Linia celular�  a fost 
cultivat�  la peste 150 de pasaje utilizând mediul Dulbecco Modified Eagle (Sigma-Aldrich, USA) 
suplimentat cu 10% ser fetal, 100 IU/ml penicilina, 100µg/ml streptomicin�  � i 50 µg/ml neomicin� . 

Caracterizarea noii linii de glioblastom a constat în evaluarea prolifer� rii celulare (curba de 
cre� tere) � i a caracteristicilor celulare, în cariotiparea � i identificarea unor markeri specifici utilizând 
tehnici ca RT PCR, Western blot � i Imunohistochimie.   

In concluzie, linia dezvoltat�  de noi are caracteristici unice comparativ cu liniile de glioblastom 
standard (cum ar fi linia U87) � i poate deveni un model in vitro deosebit de util pentru studiul 
experimental al glioblastomului.  

 
 
 

Capitolul 4 
 

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

 
 

4.1. Materialele � i metodele utilizate 
 
În scopul unei în�elegeri cât mai detaliate a fenomenelor responsabile de ini�ierea � i progresia 

tumoral�  a glioblastomului, este absolut necesar�  dezvoltarea de modele animale care pot realiza o 
recapitulare in vivo a dezvolt� rii tumorilor cerebrale umane. Astfel, aceste modele animale de 
glioblastom pot oferi informa�ii ce nu pot fi ob�inute doar prin studierea in vitro a culturii de 
glioblastom.  

� oarecii utiliza�i în acest experiment au fost achizi�iona�i de la Laboratoarele Charles River din 
Europa, Germania. Denumirea complet�  a liniei este NUDE Crl: CD-1 Foxn1 nu � i a fost ob�inut�  
prin transferul genei nude la �oareci CD-1 prin încruci�� ri succesive. Ace� ti � oareci sunt atimici, cu 
deficien��  în limfocitele T. Ca aspect exterior au un fenotip albinos, lipsit de p� r.  
 În vederea dezvolt� rii xenogrefelor de glioblastom, s-a utilizat o linie standardizat�  de 
glioblastom: U 87 MG, achizitionat�  de la European Collection of Cells and Cultures. 

Pentru a permite men�inerea unor animale imunosupresate / transgenice în condi�ii optime, 
protejate de contaminarea microbian� , a fost organizat�  o biobaz�  modern�  în cadrul Institutului de 
Virusologie � tefan S. Nicolau. 
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În vederea inocul� rii suspensiei celulare, este nevoie s�  se practice o mic�  incizie la nivelul 
scalpului � i o mic�  gaur�  de trepan la nivelul craniului. În acest scop s-a folosit un set instrumentar 
microchirurgical (set foarfeci microchirurgicale, set portac microchirurgical, fire de sutura 6-0, 8-0) 
precum � i un sistem mini-drill. Inocularea propriu-zis�  a suspensiei celulare s-a realizat cu o sering�  
tip Hamilton, singura sering�  ce poate injecta volume foarte mici. Exist�  mai multe variante de 
seringi Hamilton. Pentru experimentele de inoculare am ales seringi cu capacitatea de a injecta 3 
microlitri � i chiar mai pu�in � i care sunt prev� zute cu ac deta�abil, astfel c�  în cazul colmat� rii 
celulelor pe traseul acului, acesta s�  poat�  fi deta�at � i sp� lat. 

Tehnica anestezic�  utilizat�  include o combina�ie de ketamin�  � i xylazin� , fiind cea mai eficient�  
� i cu cele mai pu�ine efecte secundare.  

La fel ca în experimentele precedente am folosit ca reper anatomic bregma. Este un reper u�or de 
identificat dup�  o incizie liniar�  median�  a scalpului � i o hemostaz�  atent� . Gaura de trepan s-a 
realizat cu o frez�  de 1 mm diametru, la 3 mm lateral � i 1 mm anterior de bregm� . Inocularea 
celulelor de glioblastom s-a realizat cu ajutorul unui sistem stereotactic performant (TAXIC-600 - 
WPI Stereotaxic Frame 18 deg. Ear Bars si UMP 3-1 injection system), (World Precision 
Instruments, Germany).  

Sacrific� rile s-au f� cut atât la momentul T0 cât � i la diferite intervale pentru a se urm� rii 
dinamica dezvolt� rii tumorii: 7, 14, 21 � i 28 de zile. 

 
 

4.2. Analiza histologic�  � i imunohistochimic�  a xenogrefelor 
de glioblastom U 87 

 
4.2.1. Evaluarea morfologic�  a xenogrefelor U87 
Studiile de microscopie realizate au eviden�iat c�  în cazul �oarecilor sacrifica�i la 7 zile dup�  

injectarea celulelor de glioblastom, tumora s-a dezvoltat la punctul de injectare (Fig. 9.a).  
 

 
Fig.9.a. Prezen�a tumorii la 7 zile post injectare (s� geata). b. aspectul tumorii la 14 zile de la 

injectare c. Prezen�a unei tumori voluminoase la 28 de zile de la injectare 
  
La urm� torul interval experimental, 14 de zile de la injectarea celulelor de glioblastom U87, 

tumora prezint�  o dimensiune mai mare (Fig. 9.b). 
La 28 de zile de la injectarea celulelor de glioblastom, tumora este voluminoas�  � i ocup�  o 

suprafa�a mare din emisfera cerebral�  (Fig. 9.c). 
 
4.2.2. Evaluarea comparativ�  a markerilor apoptotici prin imunohistochimie la probele 

recoltate.  
La toate intervalele de timp, tumora primar�  (10 B.a), zonele infiltrative periferice (Fig. 10 B.b) 

� i insulele tumorale (Fig. 10 B.c) au fost înconjurate de glioza reactiv�  dezvoltat�  la interfa�a creier 
gazd�  – xenogref� , a�a cum s-a eviden�iat prin imunocolorarea pentru GFAP. Celulele U87 au fost 
pozitive pentru vimentin�  (Fig. 10 B.d) la toate intervalele de timp.  

 

a b c 
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Fig.10.A. Marcarea imunofluorescenta cu anticorpi anti mitocondrie uman�  a ar� tat c�  

citoplasma celulelor U87 este bogat�  în mitocondrii (a). Celulele infiltrative au fost detectate ca 
celule individuale (s� ge�i) (b) � i grupuri celulare (s� ge�i) localizate lâng�  sau în jurul vaselor de 
sânge la 14 zile dup�  implantarea U87 (c) sau sub form�  de zone infiltrative periferice (s� geata) 
migrate din masa tumoral�  principal�  la 21 de zile dup�  implantare (d). T-tumora primar� . B. 
Imunoexprimarea GFAP (a-c) � i vimentin (d). Glioza reactiv�  s-a dezvoltat la interfa�a dintre �esutul 
cerebral gazd�  � i xenogrefele tumorale (x) (a), în jurul zonelor infiltrative periferice (b) � i în jurul 
insulelor tumorale (s� ge�i) (c). d celulele U87 au fost pozitive pentru vimentin� . 

 
Anticorpul anti caspaz� -3 folosit în acest studiu s-a dovedit un marker foarte bun exprimat atât în 

tumora principal�  cât � i în grupurile de celule tumorale infiltrate, care migreaz�  din masa tumoral�  
principal�           

Celulele pozitive pentru caspaza 9 formeaz�  o popula�ie celular�  alc� tuita în principal din celule 
mici împr�� tiate printre celule tumorale mari, negative pentru caspaza-9   

Celule cu diferite morfologii, pozitive pentru proteina Bax au fost identificate în tumora primar�  
la toate intervalele de timp  

 
 

4.3. Concluzii 
 
1. Pentru prima dat�  în �ar�  a fost adus� , stocat�  � i utilizat�  o linie standardizat�  de glioblastom 

(U 87 MG, achizi�ionat�  de la European Collection of Cells and Cultures) 
2. Pentru prima dat�  în �ar�  au fost adu� i � oareci imunosupresati tipul: NUDE Crl: CD-1 Foxn1, 

achizi�iona�i de la laboratoarele Charles River – Germania � i s-au realizat experimente de inoculare 
stereotaxic�  a suspensiilor celulare de glioblastom cu constituirea xenogrefelor tumorale. 

3. Linia de glioblastom U87 folosit�  în experimente a indus formarea de tumori cerebrale la 
punctul de injectare, în emisfera cerebral�  dreapt�  a �oarecilor imunosupresati. Tumora are o cre� tere 
progresiv� , aspect eviden�iat de dimensiunea masei tumorale la cele trei intervale de timp (7, 14 � i 28 
de zile) în concordan��  cu datele din literatura de specialitate. 

4. În cadrul experimentelor realizate, am demonstrat c�  xenogrefele U87 exprim�  markeri 
apoptotici de tipul caspazei-3, caspazei-9 � i Bax în timpul dezvolt� rii intracerebrale la �oarecii nuzi, 
fapt demonstrat pentru prima dat�  � i publicat în literatura de specialitate (63). 
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Capitolul 5 
 

Utilizarea celulelor stem mezenchimale transfectate ca model de terapie 
celular�  în glioblastom. 

 
Dovezile experimentale recente sugereaz�  c�  celulele stem adulte pot fi folosite în terapia 

tumorilor cerebrale. Astfel s-a raportat c�  celulele stem neurale injectate intracranial manifest�  
tropism fa��  de tumorile cerebrale (1). Problemele asociate folosirii terapeutice a celulelor stem 
neurale au condus la identificarea altor tipuri de celule stem care sunt mai accesibile. Din 
multitudinea de celule stem � i progenitoare care exist�  în m� duva osoas� , celulele stem 
mezenchimale sunt cele mai atractive pentru utilizare clinic�  deoarece se pot izola u�or, pot fi 
propagate � i multiplicate în cultur�  � i pot fi manipulate genetic. 

� inând cont de datele recente ob�inute de Nakamizo � i colab. (42), ne-am propus s�  evalu� m 
eficien�a ac�iunii antitumorale a celulelor stem mezenchimale transfectate cu gene tumoricide 
(interferon � 1) asupra glioblastomului experimental, atât la nivel in vitro (co-cultivare) cât mai ales 
la nivel in vivo, asupra xenogrefelor de glioblastom U87. Aceast�  evaluare presupune desf�� urarea 
unor experimente deosebit de complexe ce implic�  coordonarea activit�� ilor mai multor colective de 
cercetare.  

Experimentele ce vor fi descrise în acest capitol au fost desf�� urate în cadrul proiectului 
Gliostemcel (contract 176/2006) � i au presupus colaborarea departamentului de cercetare în 
neuro� tiin�e a Spitalului Clinic “Bagdasar-Arseni” cu Institutul de cercetare-dezvoltare pentru � tiin�e 
Biologice, Institutul de Virusologie “� tefan S. Nicolau” � i Universitatea Bucure� ti. Principalele 
etape experimentale desf�� urate au fost: 

- Ob�inerea celulelor stem mezenchimale umane. 
- Ob�inerea celulelor stem mezenchimale transfectate. 
- Evaluarea poten�ialului tumoricid, in vitro, al celulelor stem mezenchimale transfectate. 
- Evaluarea in vivo a tropismului � i a efectului tumoricid al celulelor stem mezenchimale fa��  de 

celulele de glioblastom. 
 
 

5.1. Ob�inerea celulelor stem mezenchimale umane 
 

În acest scop a fost utilizat�  o procedur�  minim invaziv�  care a fost perfectionata de c� tre 
colectivul laboratorului Universit�� ii de Medicina � i Farmacie “Victor Babe� ”. 

 
5.1.1. Izolarea celulelor stem mezenchimale (CSM) din maduva osoas�  hematogen�   
Procedura utilizat�  - aderarea la plastic: 
- Fragmentele de m� duva hematogen�  recoltate au fost plasate în pl� ci de cultura de tip T de 12, 

5 mm, în mediu de cultur�  simplu (DMEM) suplimentat 10% ser fetal bovin (FBS) antibiotice � i 
antimicotice. 

- Supernatantul a fost îndep� rtat la 24 ore pentru a elimina hematiile, iar apoi mediul a fost 
schimbat la fiecare trei zile. 

-  Pl� cile de cultur�  au fost examinate zilnic prin microscopie (Fig.11). 
- La atingerea semiconfluen�ei (aproximativ 10 zile), culturile ob�inute au fost pasate prin 

tripsinizare.  
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Fig. 11. a. Cultura de CSM umana, pasaj 1; b. CSM la pasajul al doilea, aspect fibroblastoid 

caracteristic (ob. 200x) 
 
Cea mai bun�  capacitate clonogenic�  � i de proliferare o au CSM la pasajul 2, iar dintre acestea au 

fost selectate alicoturile care au fost transportate la institutele de cercetare implicate în proiect. 
 
 5.1.2. Furnizarea celulelor ob� inute       

 S-a urm� rit în continuare protocolul de lucru pus la punct în etapa anterioar� , de furnizare a 
culturilor celulare unit�� ii coordonatoare: celulele au fost congelate � i p� strate în azot lichid, iar 
pentru transport, mai multe alicoturi de celule au fost plasate pe ghea�� , într-un recipient izolat 
termic � i transportate Timisoara-Bucuresti cu avionul; partenerii de proiect confirm�  viabilitatea 
celulelor primite � i a metodei de transfer. 

 
5.2. Ob�inerea celulelor stem mezenchimale transfectate 

 
În vederea realiz� rii transfec�iei celulelor eucariote, s-a utilizat un vector pentru lumin�  

fluorescent�  � i expresie înalta în celulele eucariote,  pEGFP-N1. Acesta a fost folosit în prima etapa 
doar pentru exprimarea genei GFP în celulele de interes. Harta vectorului este redata în Fig. 12.  

                                     
Fig. 12. Harta vectorului pEGFP-N1 

 
Pentru amplificarea materialului în vederea desf�� ur� rii studiilor propuse, s-a realizat 

transformarea prin soc termic a bacteriei E.coli JM109 cu plasmidul pEGFP-N1.  
Transformarea celulelor procariote s-a realizat prin metoda �ocului termic, în tuburi de 

polipropilen� , care asigur�  cre� terea eficien�ei de transformare, împiedicând aderarea ADN la 
material, fapt care ar determina reducerea num� rului de colonii transformate. Principiul metodei 
const�  în permeabilizarea membranei celulare procariote la 420C, prin crearea unor pori, favorizând 

a b 
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astfel p� trunderea ADN în  celula gazd� . Selec�ia celulelor transformate s-a f� cut prin cultivare pe 
mediu selectiv cu kanamicin�  (50:g/ml).  

Transfec�ia s-a realizat în pl� cu�e cu 6 godeuri sau 35mm. Celulele au fost cultivate cu 24 de ore 
înaintea experimentului de transfec�ie în DMEM-F12 HAM (Sigma) suplimentat cu 10% ser de vi�el 
(Sigma). Densitatea de splitare a fost de aproximativ 5x105 celule/ml, iar în ziua experimentului 
densitatea celulelor aderente a fost 70%. Celulele astfel preg� tite au fost supuse protocolului de lucru 
cu lipofectamin�  (Invitrogen). Verificarea transfec�iei s-a f� cut dup�  48 ore. Dup�  transfec�ie, 
celulele au fost desprinse prin verso-tripsinizare � i utilizate pentru injectarea animalelor de laborator. 

  
5.2.1. Ob�inerea recombinatului  (pEGFP-N1- IFNbbbb1) 
Ob�inerea unui recombinat care s�  sintetizeze IFNbbbb1 (insert) a presupus clonarea ADNc al 

acestei gene intr-un  vector suveica. Ca vector a fost ales pEGFP-N1, vector care, având gena GFP, 
poate fi monitorizat în transformare � i apoi în cultur� . Pornind de la harta de restric�ie a vectorului 
(Fig.12) ne-am propus s�  realiz� m clonarea la situsurile de restric�ie pentru enzimele EcoRI � i KpnI, 
situsuri unice localizate în MCS (multiple cloning site). Ob�inerea insertului a presupus izolarea 
ARN celular total din celule care exprim�  IFNb1, revertranscrierea pentru ob�inerea ADNc � i 
amplificarea prin PCR cu primeri specifici. Cum IFNb1 este sintetizat de celule numai dup�  
stimulare viral�  sau bacterian� , ca surs�  de ob�inere a cDNA pentru IFNb1 necesar clon� rii s-au 
utilizat limfocite umane stimulate cu lipopolizaharide bacteriene  comerciale (0157H7) � i cu celule 
bacteriene inactivate termic (Staphylococcus sp). 

Prima clonare a insertului a fost realizat�  în vectorul comercial pGEM (Promega), vector liniar 
care prezint�  „cozi”-  T la capetele 3’. ADN polimeraza utilizat� , introduce cozi-A la capetele 5’ 
astfel încât ampliconul s�  poat�  fi ligat prin complementarea bazelor nucleotidice. Ligarea a fost 
efectuata cu T4 DNA ligaza, folosind kitul Promega, conform instruc�iunilor.  

Pentru amplificarea materialului, în vederea realiz� rii studiilor propuse, cu plasmidul recombinat 
pGEM IFNb1, s-a realizat transformarea bacteriei E. coli JM109. Principiul metodei const�  în 
permeabilizarea membranei celulare procariote la 420C, prin crearea unor pori, favorizând astfel 
p� trunderea ADN în  celula gazda.  

Selec�ia celulelor transformate s-a f� cut prin cultivare pe mediu selectiv (BL) cu kanamicin�  
(50:g/ml). S-au selectat 12 din clonele ob�inute pe agar cu kanamicin� , care s-au inoculat pe mediu 
BL (cu antibiotic). Din cultura bacterian�  ob�inut�  s-a izolat ADN plasmidial utilizând un kit de 
extrac�ie � i purificare a ADN plasmidial (Macharey-Nigel). 

Protocolul folosit pentru electroporare a fost urm� torul: 
- 5 x 106 celule (minim 3 x 106 celule) au fost recoltate prin centrifugare (350g, 5 min) � i 

resuspendate în 300 µl mediu (f� r�  ser � i f� r�  antibiotice). Suspensia celular�  a fost amestecat�  cu 20 
µg ADN (maxim 20 µl) � i adaugat�  în cuva de electroporare. 

- S-au aplicat 3 pulsuri electrice (400V, 150 microsec la fiecare puls), cu pauz�  de 1 minut între 
pulsuri. 

- Suspensia celular�  recuperat�  din cuv�  a fost resuspendat�  în mediu complet. Prezen�a celulelor 
transfectate s-a pus în eviden��  prin microscopie de fluorescent� , vectorul de clonare având gena 
pentru GFP. Verificarea transfectiei s-a facut dup�  48 ore. Dup�  transfec�ie, celulele au fost 
desprinse prin verso-tripsinizare, sp� late în mediu de cultur�  � i utilizate pentru injectarea animalelor 
de laborator. 
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5.3. Evaluarea poten�ialului tumoricid in vitro al celulelor stem mezenchimale 
transfectate 

 
Experimentele au fost realizate pe linia celular�  de gliobstom uman U87, utilizat�  pentru  

evaluarea in vitro a efectului tumoricid al celulelor stem mezenchimale transfectate cu gena pentru 
interferonul beta (IFN-� ). Linia celular�  U87 a fost ob�inut�  de la ECACC (The European Collection 
of Cell Cultures) � i men�inut�  în mediu de cultur�  DMEM/F12 suplimentat cu 10% ser fetal bovin la 
37°C în atmosfera umeda cu 5% CO2.  

In ceea ce prive� te colora�ia nucleilor cu DAPI, în condi�ii normale de cultivare, celulele 
tumorale U87 au prezentat o form�  stelat� , cu prelungiri citoplasmatice lungi � i fine, cu citoplasm�  
bogat�  � i discrete granula�ii intracitoplasmatice, cu nuclei mari � i rotunzi cu granula�ii fine ale 
cromatinei nucleare. De asemenea, s-au putut observa � i celule în diverse stadii ale diviziunii 
celulare: metafaz� , telofaz� , anafaz�  sau citokinez� . 

Cocultivarea în raport de 1:1 a indus modific� ri apoptotice la nivelul celulelor tumorale de 
glioblastom U87. Se observ�  celule cu aspect normal dar la care nucleul începe s�  se fragmenteze, 
precum � i celule cu modific� ri evidente care � i-au pierdut prelungirile citoplasmatice � i citoplasma, 
r� mânând doar nucleul cu cromatin�  puternic condensat�  (Fig.13). 

  

                   
Fig.13 Celule U87-supernatant � i celule stem transfectate în raport de 1:1 la  48h  

de cocultivare; x200 
 
 
 

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

 
Experimentele au vizat inducerea tumorilor intracraniene utilizând linia U87 � i determinarea 

tropismului celulelor stem mezenchimale fa��  de celulele de glioblastom. Toate experimentele au 
fost realizate în concordan��  cu respectarea normelor interna�ionale în domeniu privind 
experimentele pe animale � i cu avizul comisiei interne de bioetic� . 

Animalele au fost împ� r�ite în 3 loturi de studiu : 
Lotul I format din 16 animale care s-au inoculat cu 5 x 105 celule U87 ; au fost sacrificate la 3, 7, 

14, 21, 28 de zile pentru a urm� ri modul de inducere � i dezvoltare a tumorii. 
Lotul II, 16 animale, s-au inoculat 5 x 105 celule U87 în lobul frontal drept � i dup�  7 zile celule 

stem mezenchimale transfectate cu GFP în lobul contralateral, pentru a se evalua tropismul in vivo. 
Lotul III [16 animale] : s-au inoculat 5 x 105 celule U87 în lobul frontal drept � i dup�  7 zile 

celule stem mezenchimale transfectate cu IFNb1-GFP în lobul contralateral, pentru a se evalua 
efectul tumoricid in vivo al IFNb1. 

La loturile II � i III sacrific� rile s-au realizat la date similare celor din lotul I pentru a se putea 
compara efectele.  
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5.4.1. Evaluarea tropismului in vivo al celulelor stem mezenchimale pentru xenogrefele de 

glioblastom 
Evaluarea tropismului celulelor stem mezenchimale fa��  de xenogrefele de glioblastom s-a f� cut 

utilizând datele ob�inute la lotul II (16 animale).  
Identificarea celulelor stem mezenchimale umane s-a realizat prin metoda imunoperoxidazica 

indirecta, folosind anticorpi anti bromodeoxiuridina (Sigma).  
Studiile de microscopie realizate au eviden�iat c�  la o zi de la injectare celulele stem 

mezenchimale umane sunt prezente în apropierea punctului de injectare (Fig. 14.a).  
 

       
Fig.14.a. Celule stem mezenchimale la o zi dup�  injectare, puse în evidenta cu anticorpi anti 

bromodeoxiuridina (s� geata). b. La 14 zile celulele stem mezenchimale au migrat la nivelul corpului 
calos. c. La 21 de zile celulele stem mezenchimale au migrat în emisferul contralateral la nivelul 
tumorii.  

 
La 14 zile post- injectare, celulele stem mezenchimale au migrat de la situsul de injectare � i au 

fost identificate în corpul calos (Fig.14.b). 
În aceasta variant�  experimental� , la 21 de zile post-injectare, num� rul de celule stem 

mezenchimale identificate în jurul tumorii cre� te (Fig.14.c). 
 
5.4.2. Evaluarea in vivo a tropismului � i a efectului tumoricid al celulelor stem transfectate 

pentru celulele de glioblastom 
Evaluarea tropismului � i a efectului tumoricid al celulelor stem mezenchimale transfectate cu 

gena de sinteza a IFN b1 – GFP fa��  de xenogrefele de glioblastom s-a f� cut utilizând datele ob�inute 
de la lotul III (16 animale).  

Celulele stem mezenchimale umane dublu transfectate cu IFN b1-GFP au fost identificate la o zi 
dup�  injectarea lor în creierul �oarecilor atimici. La acest interval de timp celulele stem 
mezenchimale transfectate cu IFN b1-GFP au fost identificate sub forma unor aglomer� ri celulare la 
situsul de injec�ie (Fig. 15.a). La 3 zile de la injectare, majoritatea celulelor erau degenerate, cu 
citoplasma vacuolizat�  (Fig. 15.b), ceea ce sugereaz�  c�  celulele dublu transfectate au viabilitate 
redusa. Aceasta ipotez�  este sus�inut�  si de faptul ca celulele stem mezenchimale transfectate cu IFN 
b1-GFP nu au fost identificate în creierul �oarecilor la perioade de timp mai lungi de la injectare (7 
� i 14 zile).  
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Fig. 15.a. Celule stem mezenchimale transfectate cu IFN b1-GFP (s� ge�i) la o zi dup�  injectare 

în microscopia cu fluorescenta. b. Celulele stem mezenchimale transfectate cu IFN b1-GFP apar cu 
morfologie alterat� , la 3 zile dup�  injectare. 

 
5.4.3. Concluzii 
1. Celulele stem mezenchimale umane native (netransfectate) au migrat în emisfera 

contralateral� , în care s-a dezvoltat xenogrefa de glioblastom, � i au fost identificate în jurul tumorii, 
aspect care demonstreaz�  tropismul acestora. 

2. Celulele stem mezenchimale transfectate cu IFN b1 – GFP supravie�uiesc în cultur�  pe termen 
lung � i au demonstrat capacitatea tumoricid�  in vitro prin sinteza de IFN beta cu efect de inducere a 
apoptozei în celulele de glioblastom. 

3. Celulele stem mezenchimale transfectate cu IFN b1 – GFP nu s-au dovedit viabile pe termen 
lung in vivo. Ele supravie�uiesc în creierul �oarecilor pân�  la maxim 7 zile, dup�  care se degradeaz�  
prin fenomene de apoptoz� .  

4. Aceste rezultate sugereaz�  g� sirea unor noi metode de transfectie care s�  nu afecteze 
viabilitatea celulelor transfectate in vivo. 

Din datele ob�inute în cadrul proiectului Gliostemcel se poate sugera urm� torul algoritm de 
dezvoltare a unei poten�iale terapii celulare pentru pacien�ii cu glioblastom. 

Celulele stem mezenchimale vor fi recoltate prin punc�ie medular�  de la pacien�ii la care se ridic�  
suspiciunea, pe baza examin� rilor CT � i RMN, diagnosticului de glioblastom, înainte de interven�ia 
chirurgical�  � i înainte de ini�ierea corticoterapiei. În cazul în care intraoperator se va confirma 
diagnosticul de glioblastom, se va ini�ia cultivarea � i cre� terea num� rului de celule stem 
mezenchimale recoltate. În perioada în care pacientul va efectua radioterapia (4-6 s� pt� mâni), 
celulele stem mezenchimale vor fi cultivate pentru a cre� te num� rul lor pân�  la câteva milioane (nu 
se va trece de pasajele 4-6 pentru a nu se induce diferen�ierea lor). Odat�  ajuns la un num� r suficient 
de celule (5-6 milioane), se va trece la etapa tranfec�iei cu gene tumoricide (IFN b1). Metoda de 
transfec�ie este una non-viral� , de tipul electropor� rii sau prin utilizarea lipofectaminei. Se va evita 
utilizarea retroviru� ilor pentru a nu produce muta�ii la nivelul genomului celulelor mezenchimale. 
Celulele transfectate, ce sintetizeaz�  IFN b1, vor fi prezervate pân�  la revenirea pacientului la 
control, dup�  terminarea radioterapiei (la aproximativ 6 s� pt� mâni de la interven�ia chirurgical� ). 
Pacientul va fi internat pentru control � i va efectua RMN-ul cerebral pentru a evalua prezen�a sau nu 
a unui rest tumoral, precum � i aspectul patului tumoral (dezvoltarea sau nu au unui chist în patul 
tumoral). Terapia propriu zis�  va consta în inocularea stereotactic�  a suspensiei de celule stem 
mezenchimale  transfectate la nivelul patului tumoral. În cazul prezen�ei unui chist la nivelul patului 
tumoral, se va putea introduce un cateter cuplat la un rezervor Omaya. La nivelul acestui rezervor se 
vor putea inocula periodic suspensii cu celule stem mezenchimale transfectate pentru a cre� te 
eficien�a terapiei celulare. De� i datele din literatur�  sugereaz�  un poten�ial de migrare important al 
celulelor stem mezenchimale transfectate, rezultatele noastre nu confirma aceste date. Astfel, efectul 
antitumoral (a�a cum a fost demonstrat � i de studiile desf�� urate in vitro) al celulelor stem 
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mezenchimale transfectate va fi mult mai important daca aceste celule vor fi injectate direct la 
nivelul focarului tumoral. 

 
 
 
 

Capitolul 6 
Inducerea diferen�ierii celulelor stem tumorale ca model de terapie 

moleculara în glioblastom 
 
 
Cercet� rile din ultimii ani au sugerat c�  transformarea tumoral�  a celulelor stem neurale, urmat�  

de migrarea de la nivelul zonei periventriculare, radiar în substan�a alb� , ar sta la baza originii 
glioamelor, atât a celor de grad mic – “low-grade gliomas” cât � i a celor anaplazice � i a 
glioblastomului (54). Tendin�a actual�  a cercet� rilor efectuate în scopul dezvolt� rii de noi terapii 
antitumorale este de a identifica noi �inte moleculare la nivelul celulelor stem tumorale, considerate 
responsabile de dezvoltarea tumorii � i de selectarea de subpopula�ii celulare tumorale rezistente la 
terapiile clasice. În cadrul acestei tendin�e se înscrie � i utilizarea unor molecule care induc 
diferen�ierea celulelor stem neurale tumorale (dup�  principiul diferen�ierii celulelor stem neurale 
normale) reducând astfel “pool”-ul acestora � i determinând secundar reducerea masei tumorale 
totale. Spre exemplu, una dintre moleculele considerate a avea un efect antitumoral major asupra 
glioblastomului (înc�  la nivel experimental) este “bone morphogenic protein 4” (48), molecul�  ce are 
ac�iune direct�  asupra celulelor precursoare neurale tumorale. 

Datele prezentate în acest capitol sunt rezultatul activit�� ilor desf�� urate în cadrul proiectului 
Tumorstem (contract 41_035/2007). Experimentele au presupus colaborarea departamentului de 
cercetare în neuro� tiin�e al Spitalului Clinic “Bagdasar-Arseni” cu Institutul de Cercetare Dezvoltare 
pentru � tiin�e Biologice, Institutul de Virusologie “� tefan S. Nicolau” � i Universitatea Bucure� ti. 

 
 

6.1 Izolarea celulelor stem neurale tumorale 
 
6.1.1. Materiale � i metode 
Pacien�ii lua�i în studiu s-au prezentat la Spitalul Clinic Bagdasar-Arseni în vederea efectu� rii 

diagnosticului � i tratamentului de specialitate. S-au notat datele demografice, incluzând vârsta la 
diagnosticare, sexul, expunerea la carcinogeni. Criteriul de includere în studiu l-a reprezentat 
prezen�a tumorilor cerebrale la pacien�i. În fiecare caz, diagnosticul a fost realizat de un grup de 
medici speciali� ti bazat pe o combina�ie de date clinice � i histologice. Probele biologice provenite de 
la pacien�i au fost ulterior codificate astfel c�  test� rile ulterioare au fost anonime � i f� r�  leg� tur�  între 
ele. Recoltarea probelor s-a efectuat cu acordul scris al pacien�ilor, în care s-a men�ionat faptul c�  
probele tumorale vor fi utilizate strict în scopul cercet� rii � tiin�ifice, iar datele personale vor fi 
confiden�iale. 

În total au fost recoltate fragmente de glioblastom de la 12 pacien�i: 7 femei � i 5 b� rba�i, cu 
vârste cuprinse între 41 � i 72 de ani. La toate probele s-a efectuat atât examenul histopatologic 
extemporaneu cât � i definitiv, confirmându-se diagnosticul de glioblastom pentru 11 probe si de 
astrocitom anaplazic pentru o proba.  

 
6.1.2. Ini�ie rea culturilor celulare.  
Au fost înrola�i în studiu  12 pacien�i care corespundeau criteriilor de includere: prezentau tumori 

cerebrale � i simptome legate de acestea. S-au ob�inut 12 culturi primare din tumorile prelucrate. 
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 Ini�ierea culturilor de celule în medii speciale pentru culturi stem neurale (DMEM: Neurobazal  
Mediu suplimentat cu 10-20ng/ml FGF; 10-20 ng /ml EGF; 1x B27; 1xN2.) a condus la ob�inerea de 
neurosfere la 5-7 zile de cultur� , cu schimbarea mediului la 3 zile. Celulele au putut fi men�inute 
viabile în cultur� , dar capacitatea de proliferare a fost sc� zut� . Figurile 16.a � i 16.b redau morfologia 
acestor culturi.  

                   
Fig. 16. Formarea de neurosfere în cultura de celule ini�iat�  din glioblastom (OLMA). Cultura de 

celule a fost ini�iat�  � i subcultivat�  în mediu special de pentru celula stem: DMEM: Neurobazal  
Mediu suplimentat cu 10-20ng/ml FGF; 10-20 ng /ml EGF; 1x B27; 1xN2, la 370C � i atmosfer�  
umed� . (A- Ob. 6,3X; B- Ob. 16X).  

 
 

6.2. Caracterizarea celulelor stem neurale tumorale umane 
 
Conform Singh � i colab., (55) celulele stem tumorale izolate dintr-o tumor�  au fost identificate 

prin expresia CD133, iar confirmarea c�  ele reprezint�  celule stem tumorale este sus�inut�  de faptul 
c� :  

1) exprim�  markeri de suprafa�a ai celulelor stem neurale: CD133 � i nestin � i genereaz�  sfere 
care din punct de vedere morfologic se aseam� n�  cu neurosferele; 

2) prezint�  capacitatea de autoregenerare � i proliferare;  
3) produc in vitro progenitori diferen�ia�i sau pot reforma masa tumoral�  parental�  când sunt 

implantate în animale imunodeficiente.  
În acest subcapitol descriem caracterizarea culturilor de celule ini�iate anterior, în special în ceea 

ce prive� te expresia unor markeri specifici pentru celulele stem neurale.  
O serie de culturi primare ini�iate � i multiplicate în condi�ii standard de cultur�  (DMEM/F12 cu 

10% ser fetal bovin) sau în medii condi�ionate nu au putut fi propagate in vitro în pasaje succesive. 
Morfologia celulelor era fibroblastic�  cu prelungiri excesive � i/ sau mimând neuronii. Restul de 6 
culturi au putut fi propagate � i au fost caracterizate.  

6.2.1. Expresia markerilor celulelor stem neurale.  
Culturile primare ini�iate exprim�  markeri ai celulelor stem neurale, CD133, la diferite niveluri 

(12,25%-39,2%) (Fig. 17). Totu� i unele culturi de celule (FAIO) prezint�  markeri specifici 
oligodendrocitelor (A2B5 � i O4).  
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Fig. 17. Expresia markerilor specifici celulei stem � i a progenitorilor neurali în câteva din 

culturile ini�iate prin metoda de flow citometrie. 
 
6.2.1.1. Nestina, un marker important al celulelor stem neurale, a fost pus�  în eviden��  la toate 

culturile nou ini�iate, expresia cea mai crescut�  fiind observat�  la cultura STON (cu morfologie de 
neurosfere), dar � i FAIO (morfologie fibroblastica). De remarcat este faptul c�  ad� ugarea FGF sau a 
serului fetal bovin nu conduce la o sc� dere a acestui marker specific celulelor stem în decursul a 2-3 
pasaje. Expresia nestinei în liniile celulare aflate la pasaje mari  (U87 � i T11) este mult sc� zut� .  

 
 

6.3 Aprecierea tumorigenit�� ii celulelor stem tumorale, prin studii in vivo pe 
� oareci imunosupresa�i 

 
Pân�  în prezent studierea modelului de diseminare a celulelor de glioblastom umane în creierul 

�oarecilor s-a realizat prin injectarea de celule de glioblastom din linia T98 (50), linia SA146 (28), 
linia celulara de gliom D-54MG transfectat�  cu gena lac-Z (47), liniile celulare U373 � i U87, 
derivate din glioblastom (45), injectarea de por�iuni f� r�  necroza de glioblastom uman m� run�ite 
(50), injectarea de grefe solide de glioblastom multiform (5) � i injectarea în cavitatea corticala a unei 
suspensii celulare de astrocitom (8). Aceste studii s-au realizat pe �oareci atimici � i au indicat c�  
expansiunea � i modul de diseminare a celulelor depinde de linia celular� . În ceea ce prive� te originea 
celulelor stem tumorale exist�  dovezi care sus�in c�  celulele stem prezente în �esuturile adulte sunt 
�inte pentru carcinogenez� . Dovezi suplimentare c�  celulele stem sunt �inte pentru carcinogenez�  
provin din observa�iile c�  tumorile derivate dintr-un �esut specific exprim�  adesea proteine asociate 
cu celulele embrionare sau alte celule stem (49). 

 
6.3.1. Materiale � i metode 
Pentru evaluarea dezvolt� rii tumorilor cerebrale s-au caracterizat histologic xenogrefele ob�inute 

prin injectarea în creierul �oarecilor nuzi a trei tipuri de celule tumorale: (1) linia U87 de 
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glioblastom; (2) celule stem tumorale izolate de la un pacient cu glioblastom (STON) � i (3) celule 
stem tumorale izolate de la unul cu astrocitom anapazic (NECU). � oarecii injecta�i cu U87 au fost 
sacrifica�i la 7, 14, 21 � i 28 de zile de la injectare, în timp ce �oarecii injecta�i cu celule stem 
tumorale Ston � i Necu au fost sacrifica�i la dou�  � i trei luni de la injectare. 

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

Toate experimentele ce au implicat animalele de laborator s-au realizat în conformitate cu 
legisla�ia în vigoare � i cu acordul comitetelor de etic�  ale institu�iilor implicate în proiect. 

Detaliile legate de tipul �oarecilor imunosupresati utiliza�i în experimente, precum � i cele legate 
de instrumentarul � i tehnica de inoculare folosit� , pot fi g� site în capitolul 2: „Dezvoltarea modelului 
in vivo de glioblastom. Caracterizarea xenogrefelor de glioblastom U 87” 

 
6.3.2. Rezultate 
6.3.2.1. Evaluarea morfologic�  a xenogrefelor U87 
� oarecii atimici injecta�i cu celule de glioblastom U87 au fost sacrifica�i la 7, 14, 21 � i 28 de zile 

dup�  implantarea celulelor tumorale. Masa tumoral�  a fost identificat�  mai ales sub hipocamp, în sau 
lâng�  cornu ammnonis al hipocampului. Forma � i dimensiunea masei tumorale variaz�  intre �oarecii 
sacrifica�i din acela� i grup experimental. Tumora creste progresiv în creierul gazd� , îns�  la toate 
intervalele de timp este bine delimitat�  de �esutul înconjur� tor (Fig. 18a-c). 

 Xenogrefele exprim�  o popula�ie heterogen�  de celule tumorale. Astfel, xenogrefele con�in 
celule gigant (Fig. 19.a), celule multinucleate (Fig. 19.b) � i celule poligonale sau fuziforme. Celulele 
U87 au un nucleu sferic sau oval ce con�ine un nucleol proeminent � i adesea eozinofil. Au fost 
observate de asemenea celule în diviziune (Fig. 19.c) � i figuri mitotice atipice. 

 

 
Fig.18.a. Xenogrefa U87 (s� geat� ) la 7 zile de la inoculare. b. Xenogrefa U87 (s� geat� ) la 21 zile 

de la inoculare. c. Xenogrefa U87 (s� geat� ) la 28 zile de la inoculare. Colora�ie H&E. 
 

 
Fig. 19.a.  Celul�  gigant în xenogrefa U87. b. Celul�  multinucleata în xenogrefa U87. c. Celul�  

în diviziune mitotic�  în xenogrefa U87. Colora�ie H&E 
 
6.3.2.2. Evaluarea morfologic�  a xenogrefelor ob�inute prin injectarea de neurosfere izolate din 

glioblastom (STON) 
Din cei 5 �oareci injecta�i cu celule stem tumorale de glioblastom, au dezvoltat tumoare la 2 luni 

de la inoculare, 4 �oareci. În cazul în care sacrificarea s-a realizat la 3 luni de la inoculare, din cei 6 
�oareci injecta�i unul a supravie�ut si 5 au decedat prin dezvoltarea masiva a tumorii (Fig. 20.b). 

 

a b c 

a b c 
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Fig. 20.a.  Sec�iune orizontal�  a creierului de �oarece sacrificat la trei luni de la injectarea 

celulelor stem neurale STON. Masa tumoral�  principal�  se remarc�  sub hipocamp (s� geata) � i la 
nivelul comisurii dorsale a hipocampului (cap de s� geata). Colora�ie H&E. � oarecele nr. 1, din lotul 

sacrificat în 16.03.2009 (xenogrefa de 2 luni). b. Mas�  tumoral�  (s� geata) foarte dezvoltat�  în 
creierul unui �oarece care a murit prematur. Colora�ie H&E. � oarecele nr. 1, din lotul sacrificat în 

10.06.2009 (xenogrefa de 3 luni). 
 
6.3.2.3. Evaluarea morfologic�  a xenogrefelor ob�inute prin injectarea de neurosfere izolate din 

astrocitom anaplazic (NECU) 
 

              
Fig. 21.a. Sec�iune orizontal�  a creierului de �oarece sacrificat la dou�  luni de la injectarea 

celulelor stem neurale NECU. Celule tumorale prezente sub hipocamp (asterisc), la nivelul comisurii 
dorsale a hipocampului (s� geat� ) � i la nivelul fimbriei hipocampului contralateral (cap de s� geat� ). 

Colora�ie H&E. � oarecele NECU 2, din lotul sacrificat în 16.03.2009. b. Sec�iune orizontal�  a 
creierului de �oarece sacrificat la trei luni de la injectarea celulelor stem neurale NECU. Celulele 

tumorale au migrat prin corpul calos (s� geat� ) în emisfera contralateral�  (asterisc). Colora�ie H&E. 
� oarecele NECU, din lotul sacrificat în 10.06.2009. 

 
To�i cei cinci soareci din lotul experimentul cu sacrificare dupa 2 luni au dezvoltat tumora, îns�  

masa tumoral�  a fost diferit�  de la un soarece la altul (Fig. 21a-b). Din lotul experimentul cu 
sacrificare dupa 3 luni, doar doi din trei soareci au dezvoltat xenogrefa tumoral� . 

a b 

b a 
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Fig. 22. Imunofluorescen�a cu anticorpi anti mitocondria uman�  a indicat o cre� tere mai 

compact�  a celulelor STON (a) comparativ cu dispersarea celulelor NECU în parenchimul cerebral 
(b). Contrastare DAPI. 

 
 
6.4. Testarea efectului de inducere a diferen�ierii celulelor stem neurale tumorale 

asupra tumorigenit�� ii culturilor de glioblastom. 
 
Conform studiilor lui Vescovi � i colab. publicate în 2006 în revista Nature (48), inducerea 

diferen�ierii celulelor stem tumorale din culturile de glioblastom ini�iate în prezen�a mediilor cu 
celule stem ar determina dispari�ia poten�ialului tumorigen al acestora. Acest lucru confirm�  ipoteza 
conform c� reia celulele stem tumorale ar fi responsabile de procesul de oncogenez�  tumoral�  în 
glioblastom.            

Întrucât am reu� it s�  dezvolt� m xenogrefe tumorale cu caracteristici speciale pornind de la 
culturile STON � i NECU bogate în celule stem tumorale (fapt demonstrat pe baza aspectului 
morfologic � i pe baza prezen�ei markerilor de celula stem), am încercat s�  inducem diferen�ierea 
celulelor stem pentru a observa în ce m� sura acest lucru afecteaz�  � i capacitatea tumorigen�  a acestor 
culturi.  

În vederea inducerii diferen�ierii celulelor stem tumorale, culturile Ston � i Necu au fost trecute de 
pe mediile de celule stem pe medii clasice îmbog�� ite cu ser fetal 10%, la care s-au ad� ugat diferi�i 
factori cunoscu�i ca fiind inductori ai diferen�ierii celulelor stem neurale normale, cum ar fi: Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), Neurotrophin 3 (NT-3) si acidul transretinoic. Ambele culturi, 
STON � i NECU, au fost testate pentru fiecare factor în parte, respectiv: Ser fetal+BDNF, Ser 
fetal+NT3, Ser fetal+acid transretinoic. 

Studierea efectelor acestor factori s-a f� cut prin observarea la microscop a acestor culturi � i prin 
evaluarea modific� rii expresiei markerilor de celula stem. 

La aproximativ 24-48 ore de la expunerea culturilor la serul fetal la care s-au ad� ugat factorii 
specifica�i, s-au constatat modific� ri morfologice importante. Astfel, celulele tumorale au pierdut 
capacitatea de a dezvolta neurosfere (caracteristic�  morfologic�  înalt specific�  celulelor stem) � i au 
dobândit un fenotip fibroblastic asem� n� tor liniilor de glioblastom standard (Fig.23). De asemenea 
expresia markerilor specifici de celul�  stem cum ar fi nestina � i CD 133 au diminuat drastic, atât la 
determinarea de flow citometrie cat � i la determinarea RT PCR. Este interesant de notat faptul c�  
aceste modific� ri au ap� rut mai rapid � i mai intens în cazul în care culturile STON � i NECU au fost 
expuse unei combina�ii de ser fetal � i unul din factori de diferen�iere decat în cazul în care s-a utilizat 
doar factorul respectiv. Nu au fost g� site diferen�e notabile între efectele expunerii la unul dintre 
ace� ti factori. 

 

a b 
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Fig. 23. Aspectul fibroblastic al culturilor expuse factorilor de inducere a diferen�ierii  

celulelor stem tumorale 
 

Pentru testarea in vivo s-au utilizat culturile STON � i NECU expuse ac�iunii factorilor de 
diferen�iere pe o perioad�  de 24 de ore, dup�  care au fost inoculate la �oarecii imunosupresa�i. Au 
fost utiliza�i 16 �oareci: 8 �oareci pentru fiecare cultur� . Tehnicile anestezice � i de inoculare sunt 
cele descrise în capitolele precedente. � oarecii au fost sacrifica�i la 2 luni, iar creierele au fost 
analizate morfologic (colora�ie hematoxilin-eozin) � i imunohistochimic (cu anticorpi anti 
mitocondrie uman� ). La nici unul din �oarecii injecta�i nu s-a constatat prezen�a xenogrefelor 
tumorale (nici macroscopic � i nici microscopic). Acest lucru demonstreaz�  în mod neechivoc faptul 
c�  inducerea diferen�ierii celulelor stem tumorale anuleaz�  practic poten�ialul tumorigen al acestor 
culturi. Mai mult, factorii ce induc aceast�  diferen�iere tumoral�  pot fi utiliza�i, fie ca atare, fie 
scinda�i în molecule mai mici, ca posibil�  terapie molecular�  în glioblastom. 

 
 

6.5. Concluzii 
 
1. Studiile histologice au indicat faptul c�  spre deosebire de xenogrefele U87 care au o 

morfologie compact� , xenogrefele STON provenite din celule stem neurale izolate dintr-un 
glioblastom � i xenogrefele NECU provenite din celule stem neurale izolate dintr-un astrocitom 
anaplazic sunt foarte heterogene din punct de vedere al morfologiei � i al modelului de cre� tere. 

2. Xenogrefele STON au prezentat un model de cre� tere asem� n� tor glioblastomului, de� i 
densitatea celular�  a fost mai redus�  decât în cazul xenogrefelor de glioblastom U87. 

3. Xenogrefele NECU au dezvoltat o morfologie similar�  cu astrocitomul anaplazic, caracterizat�  
prin celule dispersate, cu caracter infiltrativ. În 33% din �oareci xenogrefele Necu au fost pu�in 
dezvoltate. 

4. Celulele din ambele tipuri de xenogrefe (STON � i NECU) au migrat prin intermediul 
substan�ei albe în emisfera contralateral� . 

5. Culturile tumorale expuse ac�iunii factorilor ce induc diferen�ierea celulelor stem tumorale  nu 
sunt capabile s�  dezvolte xenogrefe tumorale. 

6. Pornind de la ace� ti factori, se pot sintetiza noi substan�e ce pot fi folosite în scopul dezvolt� rii 
unui nou tip de terapie moleculara în glioblastom: terapia de diferen�iere. 
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Capitolul 7 
 

Perspective terapeutice în glioblastom: terapiile moleculare personalizate. 
Concluzii finale 

 
7.1 Terapii moleculare personalizate în glioblastom 

 
Una dintre cauzele insuccesului terapeutic în glioblastom îl constituie lipsa unui model 

experimental adecvat, ale c� rui propriet�� i genotipice � i fenotipice s�  reflecte heterogenitatea 
popula�iei celulare tumorale in vivo. Cu alte cuvinte, modelul experimental omogen, standardizat 
întâlnit în liniile celulare de glioblastom (cum ar fi linia U87, U251), nu este superpozabil cu 
popula�ia heterogen�  din tumorile cerebrale maligne întâlnit�  în cazurile clinice (26). 

Pe de alt�  parte, este bine cunoscut faptul c�  în cazul glioblastomului mai multe c� i metabolice � i 
gene sunt alterate, � i devine evident c�  un singur medicament sau o combina�ie de dou�  
medicamente (cum se întâlne� te în chimioterapia clasic� ) nu vor putea �inti un num� r mare de 
molecule (7). Mai mult decât atât, faptul c�  fiecare pacient r� spunde diferit la aceia� i terapie, 
demonstreaz�  heterogenitatea mare a popula�iei celulare tumorale a glioblastomului, fiecare pacient 
prezentând o constela�ie unic�  de muta�ii genetice tumorale.  

� inând cont de argumentele de mai sus, este evident�  necesitatea dezvolt� rii unui tip de terapie, 
numit�  terapie personalizat� , care s�  fie aplicat�  în cazul acestei afec�iuni severe. Acest concept a 
fost deja dezvoltat în anumite afec�iuni tumorale maligne � i pare s�  constituie o alternativ�  
promi�� toare � i în cazul glioblastomului. Ini�ial s-a considerat c�  acest tip de terapie personalizat�  ar 
trebui s�  reprezinte o combina�ie de terapii clasice care s�  �inteasc�  c� i moleculare specifice (31; 46). 
Pe de alt�  parte, agen�ii chimioterapeutici conven�ionali, cum ar fi agen�ii alchilan�i, agen�ii anti 
VEGF sau anticorpii monoclonali anti EGFR, au efecte secundare importante, care se accentueaz�  în 
momentul cre� terii dozei sau în cazul asocierilor medicamentoase. Astfel, în scopul dezvolt� rii cu 
succes a acestui tip de terapie, este important s�  se g� seasc�  o modalitate de a combina mai multe 
molecule, care s�  fie capabile s�  �inteasc�  c� i moleculare diferite. � inând cont de cele de mai sus, 
singurele molecule ce par a îndeplinii aceste cerin�e sunt moleculele ARN “small interference” 
(siRNA). Mai mult, terapia cu siRNA a fost utilizat�  experimental în glioame, dezvoltându-se  
molecule siRNA care sunt capabile s�  scad�  sinteza mai multor gene cheie implicate în oncogeneza 
glioblastomului cum ar fi: EGFR, VEGFR (43),  TGF b1 (59), STAT3 (27) etc. Conceptul de 
cocktail de “siRNA” a fost dezvoltat înc�  din anul 2008 � i presupune sinteza într-o anumit�  
combina�ie a mai multor molecule siRNA capabile s�  interfereze cu sinteza unor proteine importante 
cum ar fi: EGFR, PDGF, VEGF, TNFalfa, MMP2, MMP9 (62). Cu toate acestea, toate aceste 
molecule au fost testate in vitro � i in vivo doar pe  modele standardizate de glioblastom, iar pân�  
acum nu s-a încercat s�  se modeleze aceast�  terapie în func�ie de caracteristicile fenotipice � i 
genotipice ale fiec� rui caz de glioblastom. Astfel, o perspectiv�  interesant�  de dezvoltare a acestei 
terapii ar consta în sinteza unei combina�ii specifice de molecule siRNA în func�ie de profilul 
molecular al fiec� rui caz de glioblastom, definit pe baza unor baterii de teste care s�  identifice 
diver� i markeri moleculari ai probelor tumorale recoltate intraoperator de la pacienti. Pa� ii care ar 
trebui urma�i pentru a dezvolta o asemenea terapie ar fi urm� torii:  

1. Selectarea pacien�ilor diagnostica�i de novo cu glioblastom primar, care sunt de acord cu 
utilizarea materialului tumoral în scop � tiin�ific. Se va încerca recoltarea unei probe tumorale 
adecvate în scopul realiz� rii unui screening tumoral cât mai amplu.  

2. În scopul definirii unui profil molecular pentru fiecare prob�  tumoral� , se vor urm� rii diver� i 
markeri specifici acestei afec�iuni cum ar fi: supraexpresia EGFR, PDGFR, VEGFR, muta�ia PTEN 
cu supraexpresia Akt, nivelul sintezei MMP9 � i MMP2, de regul�  asociat cu supraexpresia PKC, 
nivelul L1CAM, galectin-1 etc � i markerii de celul�  stem cum ar fi CD133 � i nestin. 
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3. Dezvoltarea culturilor primare de glioblastom pentru fiecare prob� . Se vor dezvolta atât culturi 
utilizând mediile clasice cât � i culturi utilizând medii de celule stem în scopul izol� rii � i cultiv� rii 
celulelor stem tumorale.  

4. Un pas important îl va reprezenta alegerea unei combina�ii specifice de molecule siRNA pe 
baza profilului molecular al fiec� rei probe de glioblastom luate în lucru.  

5. Urm� torul pas ar consta în testarea “cocktail-ului” de siRNA ales pentru o anumit�  prob�  
tumoral� , pe cultura de glioblastom dezvoltat�  din proba respectiv� . Ca � i vectori de transport 
intracelular ai moleculelor de siRNA pot fi utiliza�i: plasmide, molecule peptidice (3) sau mai recent 
nanoparticule tip “dendriworms” (4). Eficien�a combina�iilor de siRNA trebuie testat�  atât pe 
culturile standard de glioblastom cât � i pe culturile de celule stem tumorale la cele mai mici pasaje 
(pentru a nu interveni modific� rile fenotipice induse de condi�iile de cultivare). Modificarea 
expresiei moleculelor �int�  va fi apreciat�  prin dou�  metode: RT-PCR � i Western blot, iar efectul 
antitumoral va fi cuantificat cât mai exact utilizând markerii apoptotici.  

6. În faza final�  se vor dezvolta modele in vivo pornind de la fiecare prob�  tumoral� . Eficien�a 
siRNA se va aprecia prin inocularea acestora la nivelul xenogrefei tumorale utilizând pompele 
osmotice speciale Alzet. Se va m� sura curba de cre� tere a xenogrefelor � i perioada de supravie�uire a 
animalelor în scopul aprecierii eficientei siRNA pe modele in vivo.  

7. În cazul în care se va demonstra eficien�a moleculelor siRNA atât in vitro cât � i in vivo, se va 
putea trece la testarea acestora prin trialuri clinice. Inocularea siRNA se va putea face prin catetere 
intratumorale sau intraventriculare montate stereotactic � i conectate la rezervoare Omaya. Aceste 
proceduri sunt minim invazive prezentând un risc minim pentru pacient.  

 
 

7.2. Concluzii finale 
 

1. Pentru prima dat�  în �ar�  a fost dezvoltat�  o noua linie de glioblastom, linia T11, cu caracteristice 
genotipice � i fenotipice unice, realizare consemnat�  în literatura de specialitate (12) 

2. Pentru prima dat�  în �ar�  s-au dezvoltat xenogrefe de glioblastom U87. Tumora a avut o cre� tere 
progresiv� , aspect eviden�iat de dimensiunea masei tumorale la cele trei intervale de timp (7, 21 � i 28 de zile) 
în concordan��  cu datele din literatura de specialitate. 

3. În cadrul experimentelor realizate, am demonstrat c�  xenogrefele U87 exprim�  markeri apoptotici de 
tipul caspazei-3, caspazei-9 � i Bax în timpul dezvolt� rii intracerebrale la � oarecii nuzi, fapt demonstrat pentru 
prima dat�  � i publicat în literatura de specialitate (63). 

4. Celulele stem mezenchimale transfectate cu IFN beta1 – GFP supravie�uiesc în cultur�  pe termen lung 
� i au demonstrat capacitatea tumoricid�  in vitro prin sinteza de IFN beta cu efect de inducere a apoptozei în 
celulele de glioblastom.  

5. Celulele stem mezenchimale transfectate cu IFN beta1 – GFP nu s-au dovedit viabile pe termen lung in 
vivo. Ele supravie�uiesc în creierul � oarecilor pân�  la maxim 7 zile, dup�  care se degradeaz�  prin fenomene de 
apoptoz� . Aceste rezultate sugereaz�  g� sirea unor noi metode de transfectie care s�  nu afecteze viabilitatea 
celulelor transfectate in vivo. 

6. Pentru prima dat�  în �ar�  s-a realizat izolarea � i cultivarea celulelor stem tumorale din probe de 
glioblastom. S-a realizat o caracterizare par�ial�  atât in vitro (demonstrându-se prezen�a markerilor de celul�  
stem) cât � i in vivo (prin dezvoltarea de xenogrefe la � oarecii imunosupresati). 

7. Studiile histologice au indicat c�  spre deosebire de xenogrefele U87, care au o morfologie compact� , 
xenogrefele STON � i xenogrefele NECU provenite din celule stem tumorale izolate din glioame maligne sunt 
foarte heterogene din punct de vedere al morfologiei � i modelului de cre� tere. Celulele din ambele tipuri de 
xenogrefe au migrat prin intermediul substan�ei albe în emisfera contralateral�  conferind acestora un fenotip 
infiltrativ. 

8. Culturile tumorale expuse ac�iunii factorilor ce induc diferen�ierea celulelor stem tumorale  nu sunt 
capabile s�  induc�  formarea de xenogrefe. Pornind de la ace� ti factori se pot sintetiza noi substan�e ce pot fi 
folosite în scopul dezvolt� rii unui nou tip de terapie molecular�  în glioblastom: terapia de diferen�iere. 
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