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INTRODUCERE

Melanomul cutanat (MC) este unul dintre cele mai agresive forme de cancer de
piele, caracterizat prin heterogenitate genetica crescuta, evolutie imprevizibild, rezistenta la
terapie, incidenta In continud crestere si o ratd a mortalitatii care ramane la valori ridicate,
in ciuda utilizarii noilor terapii moleculare. La nivel global, conform proiectiilor statistice,
pana in anul 2040 incidenta melanomului cutanat va creste cu 50% de noi cazuri, iar
numadrul deceselor cu pana la 68%, dacd se pastreaza directia ascendentd inregistratd in
prezent. Principalul factor de risc al aparitiei melanomului este expunerea la radiatiile
ultraviolete (UV) care determina 60-70% dintre cazuri, iar secundar, predispozitia familiala
sau fenotipul cutanat mai sensibil la expunerea solara, pot creste vulnerabilitatea fata de
inducerea transformarii melanocitelor in celule tumorale (Arnold M., 2022; Waseh, S.,
2023). Prin urmare, existd o reald nevoie de imbunatitire a capacitatii de evaluare a
prognosticului MC, stiind ca, diagnosticul precoce si evaluarea riscului de progresie
tumorala reprezintad factori care influenteaza semnificativ cresterea ratei de supravietuire.
In prezent, numeroase studii exploreaza valoarea de prognostic pentru noi biomolecule cu
rol in evaluarea riscului de progresie tumorald sau de predictie a raspunsului la terapia
sistemicd, care sa determine cresterea eficientei monitorizarii bolii si individualizarea
strategiei terapeutice.

Un alt aspect deosebit de important care justifici nevoia de investigare este
reprezentat de faptul ca, in melanomul cutanat avansat, metastazele la distantd raman
principala cauza a deceselor determinate de melanom si in ciuda noilor terapii moleculare
cu beneficii remarcabile, rezistenta la terapie continua sa determine rezultate clinice
nefavorabile. Rata de supravietuire s-a imbundtatit semnificativ dupa aprobarea utilizarii in
terapia melanomului avansat a anticorpilor monoclonali specifici, care tintesc punctele de
control imun, precum antigenul 4 asociat limfocitelor T citotoxice (CTLA-4) in anul 2011,
si ulterior, Tn anul 2014, a anticorpilor specifici pentru proteina-1 a mortii celulare
programate (PD-1), (Borst, J., 2021; Boutros, A., 2024; Gao, M., 2024). Cu toate acestea,
desi, terapia ICI a determinat cresterea substantiald a beneficiilor clinice a acestor pacienti,
nu toate tumorile au prezentat regresie in urma imunoterapiei, sau rezultatele clinice nu au
fost la fel de durabile pentru toti pacientii. Procentul pacientilor cu beneficii pe termen
lung se apreciaza a fi cuprins intre 20-40% cand agentii imunoterapeutici sunt administrati

ca monoterapie, si poate creste pana la 60%, atunci cand agentii inhibitori ai punctelor de



control imun (ICI) sunt combinati; insa, restul pacientilor tratati similar, au dezvoltat
rezistenta la tratament. Depasirea rezistentei tumorale fata de terapia sistemica reprezinta
obiectivul a numeroase cercetari, avand in vedere agresivitatea cu care are loc invazia
tumorala la nivelul altor organe aflate la distantd, uneori chiar si pentru cazurile cand
excizia tumorii primare de melanom s-a realizat in stadiile initiale de dezvoltare
(Machiraju, D., 2021; Thornton, J.; 2022).

Avand 1n vedere aceste preocupdri si stadiul actual al cunoasterii factoriilor care pot
influenta progresia tumorald a melanomului cutanat sau care pot contribui la cresterea
capacitatii de evaluare a riscului de progresie, in prezenta teza de doctorat sunt investigate
biomolecule care prezintd potential de biomarkeri, din categoria biomarkerilor serologici,
biomarkeri din circulatie ca produsi ai tesutului tumoral si biomarkeri tisulari, care pot
reprezenta surse valoroase in monitorizarea evolutiei bolii, inca din stadiile initiale, sau in

predictia raspunsului la imunoterapie a pacientilor cu melanom cutanat avansat.

SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

Scopul tezei de doctorat a constat in evaluarea expresiei unui set de biomolecule
implicate in progresia tumorald, urmarindu-se evidentierea variatiei lor la nivel circulator
sau tisular, simultan cu evaluarea statusului imun si inflamator la pacienti cu melanom
cutanat, in diferite stadii de evolutie si tratament, cu semnificatie In evaluarea
prognosticului bolii.

Obiectivele principale ale tezei s-au axat pe doud directii:

1. Evidentierea relatiei dintre nivelul biomarkerilor solubili specifici melanomului
cutanat cu diferitele stadii de evolutie al bolii si stabilirea posibilelor corelatii cu markeri
imunohistochimici tisulari, utilizati in diagnosticul si prognosticul melanomului cutanat.
De asemenea, s-a urmarit caracterizarea raspunsului imun sistemic in timpul terapiei cu
inhibitori ai punctelor de control imun, anti-PD-1, prin analiza in dinamicd a principalelor
subpopulatii limfocitare si a relatiei lor de asociere cu markeri inflamatori sau tumorali din
circulatie, analizati la pacienti diagnosticati cu melanom cutanat avansat.

2. Realizarea unui model experimental in vitro cu scopul evaludrii efectelor
oncolitice a unor agenti cu potential anti-tumoral, evaluate in linia celulard de melanom
uman SK-MEL-24 si evidentierea modificdrilor induse la nivelul proceselor de diviziune
celulard, proliferare, apoptoza, eliberarea de citokine si expresia unor gene implicate in

adeziunea celulara, rezistenta la tratament sau apoptoza.



Pentru realizarea obiectivelor propuse, studiile s-au desfasurat in mai multe etape,
urmdrind urmatoarele obiective specifice:

» Cuantificarea si evaluarea expresiei proteinelor solubile S100B si MIA ca
biomarkeri ai progresiei tumorale la pacienti diagnosticati cu melanom cutanat si
evidentierea tipului de corelatii stabilite Intre nivelul seric/plasmatic al acestor proteine cu
diferitele stadii de evolutie a bolii.

» ldentificarea si analiza potentialelor corelatii dintre biomarkerii tumorali de la nivel
circulator (S100B, MIA) si markeri tisulari specifici melanomului cutanat (S100, MelanA,
gpl00/HMB45) ca markeri de diagnostic si prognostic, utilizati frecvent in rutina
histopatologica prin analiza imunohistochimica (IHC).

» Evidentierea in dinamica a variatiei nivelului principalelor fenotipuri limfocitare (
limfocitele T totale (CD3"), limfocitele T helper (CD3°CD4"), limfocitele T
supresoare/citotoxice (CD3"CD8"), raportul dintre limfocitele T helper/T citotoxice
(CD4"/CD8"), receptorii pentru limfocitele B totale (CDI9%) si celulele NK
(CD3"CD16"/CD56) pe perioada terapiei cu anticorpi monoclonali anti-PD1 (Nivolumab),
la pacienti cu melanom cutanat avansat.

» Explorarea posibilelor corelatii dintre populatiile/subpopulatiile de celule imune,
markerii inflamatori sistemici (indicele sistemic imuno-inflamator (SII), indicele
inflamator al raspunsului sistemic (SIRI), raportul dintre neutrofile/limfocitele (NLR),
trombocite/limfocite (PLR) si monocite/limfocite (MLR), markerii pro-inflamatori
(citokinele IL-6, TNF-a) si/sau markerii tumorali (lactat-dehidrogenaza (LDH), proteina
S100B) cu semnificatie in evaluarea si monitorizarea progresiei melanomului pe perioada
imunoterapiei.

» Modularea si evidentierea efectelor citolitice induse asupra liniei celulare de
melanom uman SK-MEL-24 de cétre compusi citotoxici - Carboplatin, Paclitaxel,
inhibitori ai punctelor de control imun - Nivolumab, Ipilimumab sau compusi naturali -
Resveratrol si Quercetind, administrati in diferite combinatii de tratament, prin evaluarea
proliferarii celulare vs. citotoxicitatii celulare dependente de compus.

» Evaluarea influentei modulatorilor inclusi in studiu asupra apoptozei, fazelor
ciclului celular, eliberarea de citokine (IL-6, TNF-a) in supernatantele culturilor celulare
sau a expresiei genelor care codificd proteine implicate in procesele de adeziune celulara
(molecula de adeziune intercelulard 1/ICAM-1), rezistenta celulard la tratament (mdr-

1/glicoproteina-P, protectina/CD59) sau apoptoza (mdm-1, p53, bcl-2).



ORIGINALITATEA LUCRARII

» Tema de doctorat abordeaza diferite aspecte de natura moleculara care contribuie,
prin asocierea lor, la realizarea unei sinteze de informatii cu semnificatie in stabilirea
prognosticului evolutiei melanomului cutanat.

» Pe parcursul tezei sunt explorate variatiile unui set original de componente celulare
si moleculare implicate 1n transformarea si invazia tumorald, al caror nivel serologic sau
tisular, coroborat cu stadiul de evolutie si caracteristicile histopatologice, pot conduce la
cresterea capacitatii de evaluare a riscului de progresie tumorald, precum si la stabilirea
unei conduite terapeutice adaptata caracteristicilor bolii pentru fiecare pacient.

» Analiza statistica aprofundatd a condus la evidentierea unor corelatii statistic
semnificative stabilite intre proteine eliberate in circulatie ca produsi ai activitatii celulelor
tumorale, raspunsului sistemului imun innascut si adaptativ, simultan cu evaluarea
raspunsului inflamator, in contextul stimuldrii sistemului imun cu anticorpi anti-PD-1,
aspecte care reflectd atat activitatea tumorald, cu potentialul sdu de agresivitate, cat si
activitatea anti-tumorald a organismului.

» Elaborarea unui model experimental original in vitro care demonstreaza efectele
citotoxice exercitate de un panel divers de compusi, utilizati in diferite combinatii,
concentratii si timpi de administrare, cu scopul de obtine cele mai eficiente conditii pentru
efecte maxime de lizd a celulelor tumorale din cultura de melanom uman, investigate prin
folosirea unei palete largi de tehnici moderne, optimizate si adaptate scopului urmarit
(culturi celulare, teste imuno-enzimatice, citometrie in flux, teste de proliferare si

citotoxicitate, analiza celulara in timp real (RTCA), qRT-PCR).



PARTEA EXPERIMENTALA — CERCETARI PROPRII

1. PROTEINELE SOLUBILE S100B SI MIA IN DIFERITE STADII DE
EVOLUTIE iN MELANOMUL CUTANAT

1.1. Materiale si metode

1.1.1. Grupul de pacienti si probe biologice

In studiu a fost evaluat, retrospectiv, nivelul seric al proteinei S100 si cel plasmatic
al proteinei MIA, pe un grup de 176 de pacienti, dintre care 78 femei si 98 barbati, cu
media de varstd de 56.2 +12,08 ani, Inregistrati in perioada 2016-2022, la Institutul
Oncologic Prof. Dr. Alex. Trestioreanu, Bucuresti, diagnosticati cu melanom cutanat in
diferite stadii de evolutie. Studiile au fost realizate in conformitate cu Declaratia de la
Helsinki si aprobate de Comisia de Etica a Institutului Oncologic Prof. Dr. Alex.
Trestioreanu, Bucuresti (cod de etica inregistrat cu numerele 21317/24.11.2016, 13463/26.
06. 2020).

Probele biologice incluse in lotul de studiu au fost reprezentate de sange periferic
din care s-au obtinut fractiile de ser si plasma. Recoltarea si prelucrarea probelor s-a
realizat in functie de etapa clinicd a pacientului, respectiv: pre/postoperator, control
periodic sau in perioada de terapie (imunoterapie).

1.1.2. Determinarea cantitativdi a proteinei solubile S100B prin metoda
imunoenzimatica (EIA)

Determinarea cantitativd a proteinei S100B din ser s-a realizat utilizdnd kit-ul
CanAg S100 EIA (Enzyme Immunoassay), producdtor Fujirebio Diagnostics AB,
Goteborg, Suedia. Aceasta metodd imuno-enzimatica este de tip necompetitiv, se
desfasoara n doud etape si are la baza doi anticorpi monoclonali specifici pentru epitopi
diferiti (SI00A1B si S100BB) exprimati de S100.

1.1.3. Determinarea cantitativdi a proteinei solubile MIA prin metoda
imunoenzimatica (ELISA)

Pentru investigarea proteinei MIA s-a utilizat kit-ul de imunodetectie prin
fotometrie denumit human MIA ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay), produs
de Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germania, care permite determinarea cantitativa
a proteinei MIA umana din ser sau plasma, utilizand placi captusite cu streptavidina.

1.2. Rezultate si discutii
Rezultatele au fost interpretate in functie de stadiul de evolutie al bolii si au fost

organizate in 4 subgrupe de pacienti (stadiul I, II, III, IV), iar in functie de sex, pe alte 2
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subgrupe (femei si barbati). In figura 1 sunt reprezentate grafic procentele pacientilor care
au prezentat valori ale proteinelor SIO0B si MIA peste limitele normale, acestea fiind

analizate pentru fiecare stadiu de evolutie al bolii.
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Figura 1. Procentul pacientilor care au prezentat valori mai mari decit valoarea de

referinta pentru proteinele S100B si MIA, in functie de stadiul de evolutie al bolii
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Figura 2. Reprezentarea grafica valorilor din circulatie a proteinele S100B si MIA in

functie de sex a grupului de pacienti

In ceea ce priveste nivelul concentratiilor proteinei S100B si proteina MIA, intre
femei si barbati, nu s-au evidentiat diferente semnificative, insa s-a determinat o deviatie
standard mai mare pentru proteina S100B 1n grupul de femei, iar pentru proteina MIA in
grupul de barbati. De asemenea, concentratiile crescute simultan ale proteinelor S100B si
MIA pentru 40,90% dintre pacientii din stadiul IV dovedesc si sustin corelatia dintre
nivelul sangvin al celor doi markeri, aceastd corelatie fiind confirmata de coeficientul » de

corelatie Pearson obtinut pentru S100B vs. MIA, » = 0,662, p < 0,001.



2. EXPRESIA PROTEINELOR TISULARE S100, HMB45, MELAN A I
CORELATIA LOR CU PROTEINELE SOLUBILE S100B SI MIA

2.1. Materiale si metode
2.1.1. Grup de pacienti si probe biologice

Evaluarea expresiei celulare a markerilor S100, MelanA, HMB45 a fost efectuata
pe sectiuni de tesut de melanom, obtinute in urma interventiei chirurgicale de la 76 de
pacienti care fac parte din grupul principal de studiu (n = 176). Fragmentele de leziuni
cutanate au fost recoltate din diferite zone ale corpului; trunchi (n = 38), membre
superioare (n = 11) si inferioare (n = 18), cap si gat (n = 4), bazin/solduri (n = 5), pentru
care au fost evaluati prin analiza imunohistochimica (IHC) cei trei markeri specifici
melanomului.

2.1.2. Determinarea calitativa a proteinelor tisulare specifice melanomului cutanat
prin metoda imunohistochimica (IHC)

Metoda THC se bazeaza pe detectarea si localizarea de antigene pe sectiuni de tesut
tumoral avand la baza principiul de legare specificd antigen-anticorp (Ag-Ac). Tesutul
tumoral analizat a fost supus etapelor de fixare, colorare si vizualizare la microscop.
Analiza imunohistochimicad a fost efectuata utilizand un set de trei Ac primari (1) anti-
S100 (clond: 4C4.9) (2) anti-MelanA (clona: A103) (3) anti-melanosom gpl100 (clona:
HMBA45).

2.2. Rezultate si discutii

Rezultatele au fost analizate prin structurarea lor pe trei subgrupe, in functie de
expresia pozitivda a proteinelor S100, MelanA si HMB45, respectiv: grup pentru fiecare
marker, grup pentru tesut cu 2 markeri pozitivi si grup cu 3 markeri. In tabelul 1 sunt
redate rezultatele pentru intregul grup de pacienti (n=76) si pentru grupurile care includ
cate un marker tisular in asociere cu nivelul din circulatie al celor doud proteine solubile

S100B si MIA.

Tabel 1. Asocierea dintre concentratia proteinelor S100, MIA din circulatie si expresia

tisulard individuald a markerilor S100, HMB45 si/sau MelanA

IHC grup S100 tisular HMB45 MelanA
n (%) n (%) tisular tisular
n (%) n (%)
Numar de pacienti 76 51 61 65

MIA solubila




MIA® 31 (40,79%) 22 (43,14%) 24 (39,34%) 28 (43,07%)
MIA® 45 (59,21%) 29 (56,86%) 37 (60,66%) 37 (58,46%)
S100B solubila
S100B™ 15 (19,74%) 11 (21,57%) 7 (11,48%) 12 (18,46%)
S100B® 61 (80,26%) 40 (78,43%) 54 (88,52%) 53 (81,53%)
S100B + MIA solubile
S100B/MIA™ 9 (11,84%) 7 (13,73%) 4 (6,56%) 8 (12,31%)
S100B“/MIA® 6 (7,89%) 4 (7,84%) 3 (4,92%) 4 (6,15%)
S100BO/MIA™ 22 (28,95%) 15 (29,41%) 20 (32,79%) 20 (30,77%)
S100BO/MIA® 39 (51,32%) 25 (49,02%) 34 (55,73%) 33 (50,77%)

MIA® — concentratia proteinei MIA este mai mare decit valoarea de referintd (9,4ng/mL); MIAGC-

concentratia proteinei MIA este mai micd decat valoarea de referintd; S1I00B™ — concentratia proteinei
S100B este mai mare decit valoarea de referintd (90 nl/L); S100B®) — concentratia proteinei S100B este mai

mica decat valoarea de referinta;

Studiul markerilor de la nivel circulator specifici melanomului, simultan cu
evaluarea la nivel tisular a evidentiat faptul ca pacientii care au avut proteina MIA la nivel
circulator cu valori peste limita normald au prezentat expresie tisulard pozitivd pentru
proteina S100 in 43,14% dintre cazuri; 39.34% din cazuri au fost pozitive pentru proteina
HMBA45 si 43,07% din probe au exprimat proteina MelanA. De asemenea, s-a observat ca
pacientii ale caror valori de S100B si MIA au fost in limite normale la nivel circulator
(S100BY/MIA®) au exprimat simultan cei trei markeri tisulari in aproximativ 55% dintre
probele de tesut de melanom. Analiza corelatiilor statistice a ardtat cd cel mai ridicat
coeficient » de corelatie s-a obtinut intre HMB45 si MelanA (» = 0,623), dar si Intre S100
si MelanA (r = 0,610), ambele corelatii avand un grad de semnificatie statisticd puternica,

cu valoarea p <0,001.

3. VARIATIA LIMFOCITELOR T, B SI CELULELE NK iN DINAMICA
IMUNOTERAPIEI LA PACIENTI CUMELANOM MALIGN AVANSAT
3.1. Materiale si metode
3.1.1. Grupul de pacienti si probe biologice

In studiu au fost inclusi 20 de pacienti (13 femei/7 barbati, medie de varsta: 57,5 +
12,6 ani) diagnosticati cu melanom malign cutanat, aflati in stadiile III (n = 8) si IV (n =
12) si un lot de control format din voluntari sanatosi (n=20). Probele biologice au fost
reprezentate de sange periferic recoltat in dinamica pe tot parcursul studiului, de la pacienti

cu melanom avansat tratati cu Nivolumab. Simultan au fost determinate hemoleucograma



completd, analizele biochimice, analiza de imunofenotipare limfocitara, efectuate pentru
toate probele recoltate In dinamica (n = 104).

3.1.2. Determinarea cantitativi a celulelor sistemului imun prin citometrie in flux
(imunofenotipare)

Experimentele de evaluare a expresiei receptorilor limfocitari s-au efectuat folosind
kitul BD Stimultest ™IMK PLUS (Becton Dickinson & Co., BD Biosciences, San Jose,
USA). Acest kit utilizeazd metoda de imunoflorescenta directd prin marcarea cu doi
fluorocromi, izotiocianatul de fluoresceind (FITC) si ficoeritrina (PE), necesari pentru
identificarea populatiilor si subpopulatiilor limfocitare din sangele periferic si a permis
determinarea procentului celor trei populatii: limfocite T (CD3"), limfocite B (CD19") si

celule NK (CD167/CD56").

3.2. Rezultate si discutii

Subseturile limfocitare T, limfocitele B si celulele NK au fost determinate pentru
fiecare pacient pentru minim 3 cicluri de administrare a Nivolumab. In figura 3 sunt
reprezentate pentru fiecare parametru imunologic proportia (%) pacientilor care au
inregistrat un trend de crestere, stationar sau de scadere a valorilor, determinate pe

perioada terapiei cu Nivolumab si a monitorizarii imunofenotipurilor limfocitare.

Celule T CD3* (%0) Celule T CD4* T (%)
15% 5%
40%
55%
60%
Celule T CD8~ (%) CD4/CD8
15% 5% 15%

85% 30%



Celule B CD197(%) Celule NK CD167+567 (%)

7% 14% 7%
14%

79%

79%

Figura 3. Reprezentarea populatiilor celulelor imune si procentul pacientilor asociat cu

directia de variatie a fenotipurilor analizate.
Legenda de culori: procentul de pacienti care au inregistrat status stationar (verde), cu panta de crestere

(rosu) sau descrestere (albastru) in statusul subpopulatiilor celulare.

Analiza statistica pentru stabilirea raportului de asociere dintre componentele
sistemului imun studiate au aratat urmatoarele interrelatii:
e limfocitele T CD3" s-au corelat corelat puternic, pozitiv cu limfocitele T CD4"
e limfocitele T CD3" s-au corelat puternic, negativ cu celulele NK CD16°CD56"
e limfocitele CD19" s-au corelat moderat pozitiv cu raportul CD4"CD8" si puternic
negativ cu limfocitele T CD8" si celulele NK CD16"CD56"
e raportul CD4"CD8" s-a corelat puternic pozitiv cu celulele T CD4" si negativ cu
celulele T CD8*
e limfocitele T CD4" au fost moderat negativ corelate cu celulele NK
Valorile coeficientului » Pearson si semnificatia statistica prin valoarea p sunt

prezentate in figura 4.
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Figura 4. Corelograma Heatmap pentru analiza coeficientilor de corelatie » dintre
componentele celulare imune analizate la pacienti cu melanom avansat, tratati cu

Nivolumab

Din analiza rezultatelor s-a observat corelatia negativa dintre celulele NK si
limfocitele B CD19", aceasta este sustinutd de rezultatele obtinute prin analiza trendului de
variatie, care a aratat o scadere a procentului de limfocite B prezente in circulatie, cu
mentiunea cd variatia s-a pastrat intre limitele normale pentru toti pacientii, In timp ce
procentul celulelor NK a prezentat un trend de crestere pe durata tratamentului cu
Nivolumab. De asemenea, procentul limfocitelor T citotoxice CD8" si celulelor NK a
crescut moderat pe perioada imunoterapiei cu Nivolumab, iar 30%, respectiv 15% dintre
acesti pacienti au prezentat valori mai mari decat limita normald superioara pentru cei doi
parametri analizati. Mentinerea 1n limite normale a limfocitelor B sugereaza stabilitatea
raspunsului imun in ceea ce priveste actiunea anti-tumorald prin productia de Ac sau

functia de prezentare antigenica si sunt asociate cu un prognostic bun de evolutie a bolii.

4. STUDIUL CORELATIILOR DINTRE POPULATII LIMFOCITARE, MARKERI
INFLAMATORI ST MARKERI TUMORALI CIRCULATORI

4.1. Materiale si metode
4.1.1. Grup de pacienti si probe biologice
Grupul de pacienti analizat a fost reprezentat de acelasi grup de pacienti
diagnosticati cu melanom 1in stadiile III si IV (n = 20) tratati cu Nivolumab, pentru care s-a
efectuat analiza fenotipurilor celulelor imune, din totalul de probe (n=104) au fost selectate
probe recoltate la interval de 3 luni.
4.1.2. Determinarea markerilor inflamatori sistemici (NLR, MLR, PLR, SII, SIRI)
Au fost calculate urmatoarelor raporturi pe baza datelor furnizate de
hemoleucograma completd din probele de sadnge periferic: raportul neutrofile/limfocite
(NLR), raportul monocite/limfocite (MLR), raportul trombocite/limfocite (PLR), indicele
sistemic imun-inflamator (SII), indicele sistemic al raspunsului inflamator (SIRI).
4.1.3. Determinarea cantitativd a citokinelor pro-inflamatorii IL-6, TNF-o si a
markerilor tumorali serici S100B si LDH
Detectia nivelului seric al citokinelor IL-6 si TNF-a s-a realizat utilizand kiturile

imunoenzimatice Human IL-6 si Human TNF-alpha Uncoated ELISA, produse de

11



Invitrogen, Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria. Din aceleasi probe s-au

determinat concentratiile proteinelor S100B si lactat dehidrogenaza (LDH).

4.2. Rezultate si discutii

Analiza corelatiilor dintre populatiile celulelor imune si indicii inflamatori a
evidentiat urmdtoarele asocieri: corelatie moderatd, negativa, intre raportul NLR si
limfocitele T CD3", T CD4" si limfocitele B CD19" ; corelatie moderatd, negativa, intre
indicii SIRI si SII cu limfocitele B CD19"; corelatie puternica, pozitiva, intre SIRI si SII;
corelatie puternica, pozitiva, dintre SIRI/SII cu NLR, MLR si PLR. in figura 5 sunt

prezentate graficele pentru patru dintre corelatiile evidentiate in urma analizei statistice.

SIRI vs. SII NLR vs. CD3"

.
(a2
o
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T T T T 1 I T T 1
0 2000 4000 6000 8000 100 0 5 10 15 20
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SIRI sl

Figura 5. Corelatiile stabilite intre factorii inflamatori si populatiile/subpopulatiile de

celulele imune analizate (— curba de regresie liniard; --- linie de egalitate).

Simultan cu evaluarea in dinamicd a factorilor inflamatori pe perioada
imunoterapiei, s-a realizat si analiza variatiei eliberarii celor doud citokine pro-inflamatorii
implicate in progresia tumorald, IL-6 si TNF-a, pe aceleasi 3 probe de ser recoltate de la
acelasi pacient, selectate la interval de 3 luni T1-T3. In dinamica eliberirii citokinei IL-6,

concentratiile au scdzut odata cu cresterea numadrului de cicluri de tratament, de la proba
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T1 pana la proba T3, sugerand o influenta pozitiva a terapiei de stimulare a raspunsului
imun, care conduce la scaderea factorilor pro-inflamatori favorizanti ai cresterii si invaziei
tumorale (Figura 6). Variatia nivelului concentratiilor proteinelor TNF-a din circulatie pe
perioada imunoterapiei au fost nesemnificative atat intre cele 3 momente ale recoltarii, dar

si fata de lotul de control (Figura 7).

. p =005
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Figura 6. Dinamica variatiei nivelului citokinei IL-6 circulatorii, pe parcursul terapiei cu

Nivolumab, pentru 3 puncte de recoltare (T1, T2, T3) la un interval de 3 luni.
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Figura 7. Dinamica variatiei nivelului citokinei TNF-a circulatorii, pe parcursul terapiei cu

Nivolumab, pentru 3 puncte de recoltare (T1, T2, T3) la un interval de 3 luni.

Analiza corelatiilor dintre markerii sistemici inflamatori si markerii tumorali
solubili studiati a evidentiat c@ nivelul seric al enzimei LDH s-a corelat direct cu proteina
S100 (r = 0,483, p < 0,01) si citokina IL-6 (» = 0,600, p < 0,001), sustindnd implicarea
celor trei componente serice in favorizarea procesului de progresie tumorala, tinand cont
de rolul fiecarei biomolecule, dar si in rezistenta la imunoterapie, confirmand valoarea de
factori de predictie/prognostic al evolutiei bolii (Figura 8). Nivelul TNF-a nu s-a corelat cu
niciunul dintre cei doi markeri inflamatori, iar IL-6 a stabilit o corelatie pozitiva slaba cu

SIRI (r = 0,297, p < 0,01), dar nu si cu indicele SII.
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Figura 8. Analiza corelatiilor dintre LDH vs. IL-6; LDH vs. S100B; (— curba de regresie

liniard; --- linie de egalitate).

5. EFECTELE UNOR AGENTI MODULATORI ASUPRA LINIEI CELULARE DE
MELANOM UMAN SK-MEL-24

5.1. Materiale si metode
5.1.1. Dezvoltarea modelului experimental in vitro
- Modelul experimental in vitro a fost realizat pe linia celulard de melanom uman SK-
MEL-24, aderenta, cu morfologie stelatd, dezvoltata din tesut metastatic de la nivelul
ganglionului limfatic excizat de la un pacient caucazian (barbat, 67 de ani) diagnosticat cu
melanom malign American Type Culture Collection (ATCC® HTB-71™, Manassas, VA,
USA).
- Cultivarea liniei celulare de melanom SK-MEL-24 s-a realizat in mediu DMEM:F12 cu
10% SFB, 2 mM L-GlIn si amestec de antibiotice (penicilind/streptomicind), folosindu-se
plici de culturd de 25 sau 75 cm?, urmati de incubarea 24 h/ 37°C intr-o atmosfera cu 5%
COz si umiditate 95%.
- Tratamente: Dupd aproximativ 24 h de cultyrd, cand confluenta celulard este de
aproximativ de 70% - 80%, celulele au fost tratate timp de 24 - 48h cu diferite concentratii
de compusi oncolotici (Carboplatin, CPt, Paclitaxel, Pxl), anticorpi monoclonali
(Nivolumab, Niv; Ipilimumab, Ipi) si compusi naturali (resveratrolm, Rsv; Quercetina,
Qct), administrati atat individual, cét si in combinatii.
5.1.2. Evaluarea viabilitatatii celulare

S-a realizat prin metoda colorimetrica (MTS) folosind kit-ul CellTiter 96®
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, (Promega, Madison, WI, SUA) care
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permite identificarea celulelor active metabolic ce au capacitatea de reducere a compusului
MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliu] la
produsul formazan. Ulterior perioadei de incubare, produsul de reactie colorat a fost
cuantificat spetrofotometric prin masurarea absorbantei la lungimea de unda A = 492 nm pe
un cititor de placi Dynex ELISA (DYNEX Technologies—MRS, Chantilly, VA, SUA).
Viabilitatea celulelor tratate a fost exprimatd procentual in raport cu celulele netratate
(NT), acestea din urma fiind considerate celule de control cu viabilitatea de 100%.
Formula de calcul folosita a fost urmatoarea:

Viabilitatea celulara (%) = 100 x (T — B) / (C — B), unde T reprezinta densitatea
optica a celulelor tratate, C este densitatea optica a celulelor netratate (control), iar B este
densitatea optica a mediului de cultura fara celule (blank).

Liza celulara a fost exprimata pe baza rezultatelor viabilitatii celulare, utilizdnd formula:

Liza celulara (%) = 100% - viabilitate celulara (%).

Experimentele s-au realizat in triplicat (n = 3) si rezultatele au fost exprimate ca medie +
deviatie standard (SD), posibilele reactii nespecifice dintre MTS si compusii studiati au
fost eliminate prin masurarea absorbantei in absenta celulelor si scazute din analiza finala.
5.1.3. Metoda analizei celulare in timp real (RTCA)

Tehnica RTCA se bazeaza pe folosirea sistemului xCELLigence (DP) (ACEA
Biociences, USA) si tehnologia matricelor electronice de senzori celulari, ceea ce permite
monitorizarea In timp real a mai multor activitati celulare, precum proliferarea celulara vs.
citotoxicitate, aderenta, invazia sau migrarea celulard. Orice modificare la nivelul
morfologiei sau de aderentd celulara determind alterarea indicelui celular (CI), acesta
reprezentand o masura cantitativa a numarului de celule dintr-un godeu.

5.1.4. Analiza apoptozei si progresiei ciclului celular

Evaluarea apoptozei s-a realizat prin metoda de detectie cu dubla marcare (Annexin
V-FITC Apoptosis Detection Kit, Becton Dickinson (BD) Biosciences, Mountain View,
CA, SUA) cu Anexind-FITC si Pi; modularea fazelor ciclului celular s-a realizat prin
marcarea celulelor cu PI (solutia FxCycle PI/Rnase, Thermo Fisher Scientific, Invitrogen
Life Technologies Corporation, Hillsboro, OR, SUA), ambele fiind urmate de achizitia
datelor prin citometrie in flux utilizind echipamentul BD FACS Canto II si software Diva
6.2. instalat pe flow- citometru. Evaluarea evenimentelor apoptotice si necrotice s-a
realizat cu software-ul Diva 6.2, iar estimarea continutului ADN din nuclei si fazele
ciclului celular cu ajutorul software-ului ModFITLT 2.3 (Verity Software House,

Topsham, ME, SUA).
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5.1.5. Determinarea eliberarii citokinelor IL-6 si TNF-a

S-a realizat prin metoda imunoenzimatica ELISA si a permis evidentierea
impactului tratamentelor singulare sau combinate asupra secretiei celor doud citokine,
comparativ cu celulele netratate. Cuantificarea acestor proteine a fost realizata utilizand
kit-urile human IL-6 si TNF-a uncoated ELISA (Invitrogen, Bender MedSystems GmbH,
Vienna, Austria).
5.1.6. Evaluarea expresiei genice prin tehnica qRT-PCR

Expresia genica s-a evaluat prin metoda TagMan pentru o a serie de gene care
codifica proteine implicate In procese biologice care favorizeaza cresterea si dezvoltarea
celulelor de melanom, sau rezistenta la terapia antitumorald, respectiv TP53, ABCBI,
ICAM1, CD59, BCL2, MDMI, cu ajutorul metodologiei in fluorescentd TagMan (qRT-
PCR). Au fost utilizate: kit RNeasy Mini (Qiagen, Hilden, Germania) pentru purificarea
ARN; High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, SUA) pentru revers-transcriptia. ARN in ¢cADN; TagMan — sonde
pentru genele tinta analizate. Reactia de amplificare PCR a fost realizata utilizand 20 ng de
ADNCc total intr-o reactie cu un volum total de 25 pL, utilizand sistemul ChromoFour Real
Time PCR System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SUA). Toate experimentele au
fost efectuate in triplicat. Rezultatele au fost normalizate in raport cu gena GAPDH si
calculate folosind metoda 2 7ACt/27AACt,
5.1.7. Analiza statistica a fost realizata cu ajutorul programele GraphPad Prism versiunea
10.3 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Rezultatele au fost exprimate ca
medie + deviatia standard (SD), utilizand analizele Student t-test si ANOVA. Valorile p <
0.05 au fost considerate statistic semnificative. Analiza corelatiilor s-a facut prin calcularea
coeficientului Pearson de corelatie (7), iar corelatiile au fost clasificate in functie de valorile » dupa

cum urmeaza: r < £0.29, corelatie slaba, 0.3 < r < +0.49, corelatie moderata, +0.05 < r < +1

corelatie puternica.

5.2. Rezultate si discutii
> Evaluarea citotoxicititii celulare indusi de tratament asupra celulelor de
melanom SK-MEL-24

Au fost analizate efectele fiecarui compus asupra viabilitétii celulare si s-a constatat
ca efectele induse variazd intr-un mod dependent de dozd si timpul de administrare.

Viabilitatea celulelor tumorale de melanom uman SK-MEL-24 a fost mai redusa in urma
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tratamentului realizat la 48h 1n comparatie cu viabilitatea celulelor tumorale tratate la 24h

cu aceiasi compusi (Figura 9).
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Figura 9. Viabilitatea celulelor de melanom SK-MEL-24, tratate 24 si 48 h cu concentratii

crescatoare de CPt, Rsv, Qct si Pxl

Administrarea compusilor pentru 48 h a determinat cresterea efectelor anti-
proliferative ale acestor compusi comparativ cu tratamentele de 24 h. Pe baza rezultatelor
obtinute in urma testului MTS, exprimate ca procente de viabilitate celulard si Insotite de
valorile SD (%), au fost calculate valorile ICso si IC75 pentru fiecare compus testat pe linia
de melanom uman SK-MEL-24 (Tabel 2).Valorile ICso si IC7s reprezintd concentratiile
fiecdrui compus, necesare pentru a inhiba cresterea celulard cu 50%, respectiv 75%,

prezentate ca medie = SD:

Tabel 2. Valorile ICs si IC75 care induc liza celulelor SK-MEL-24

Compus ICso ICss
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>

24 h 48 h 24 h 48 h
CPt 251,94 + 23,24 114,16 + 0,28 451,52+53,31 237,79+2,31
Pxl 2,56 + 0,04 1,31+ 0,02 5,21 £0,20 3,69 £ 0,09
Rsv 83,82+ 1,00 52,19+ 0,46 166,64 + 7,06 133,17+ 1,36
Qct 58,97 + 3,33 26,83 £5,62 136,67 0,10 115,84 £2,61

Analiza in timp real a activitatii celulelor de melanom, sub actiunea

tratamentelor individuale sau combinate

In urma analizei efectelor administrarii ca mono-tratament a agentilor citostatici,

CPt sau Pxl asupra celulelor de melanom, s-a constatat reducerea semnificativa a indexului

celular, demonstrand inhibarea puternica a proliferarii celulare, aceasta inhibare fiind direct

asociatd cu efectele citotoxice induse de acesti compusi. Tratamentele combinate, cum ar fi

CPt cu Ipi, Rsv sau Qct, au ardtat o scadere a CI comparativ cu tratamentele singulare,

sugerand o crestere a efectului citotoxic 1n raport cu efectele tratamentelor individuale.

Celulele SK-MEL-24 au fost tratate cand indexul celular (CI) a ajuns la valoarea 1. Linia

punctati orizontald neagri reprezinti linia de referinta pentru CI normalizat = 1.0. In figura

10 sunt reprezentate curbele de viabilitate ale celulelor tratate care au fost comparate cu

cele inregistrate pentru celulele netratate (NT).

Time (in Hour]

Time (in Hout

; Rsv 50 mM ------ ;Qct 50 mM
; CPt + Qct —-—-—-

; Ipi 20 mg/mL ------ ; Niv 20 NT ------ ; CPt 100 mM
mg/mL ------ ; CPt + Ipi ; CPt+ Niv - e ; CPt+ Rsv
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Normali

Normalized Cell Index

Time (in Hour) Time (in Hour)

NT - ; PxI'1 mM ; Ipi 20 mg/mL ------ ; Niv 20

mg/mL ------ ; Pxl+Ipi - ; Pxl+ Niv ------ et Pxl+Rsy e - Pxl + Qct -

Figura 10. Monitorizarea in timp real, fard marcare celulara, a efectelor citolitice, mediate

de compusi administrati individual sau Tn combinatii asupra celulelor de melanom uman

SK-MEL-24.

» Evaluarea expresiei genice asociate proceselor biologice studiate

In figura 11 sunt prezentate grafic rezultatele modularii expresiei genice, in care se
observa cresterea expresiei genei CD59 pentru fiecare compus administrat individual. Cel
mai puternic efect de modulare genica s-a obtinut asupra genei MDMI, care in urma
administrarii Rsv 50 uM a inregistrat o multiplicare de 66,24 ori, 1n timp ce Qct 50 uM a

determinat o crestere de 679,25 ori a expresiei genei MDMI1 fatd de control.
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0.10
TP53 ABCB1 ICAM1 CD59 BCL2 MDM1
= CPt 100 uM 0.38 0.96 0.88 1.94 0.53 0.91
Pxl 1 pM 0.73 0.62 0.72 2.29 0.80 1.16
Ipi 20 pg/ml 1.73 2.13 1.46 4.34 3.00 1.29
= Niv 20 pg/ml 2.43 1.30 0.72 3.30 3.95 2.37
mRsv 50 pM 2.81 2.75 3.61 6.03 3.00 66.24
= Qct 50 uM 0.82 0.88 1.95 2.57 2.99 679.25

Figura 11. Analiza real-time PCR a modularii expresiei genelor TP53, BCL-2, MDM-1,
ICAM-1, ABCBI si CD59, in urma tratamentelor singulare cu agentii chimioterapeutici

inclusi 1n studiu a celulelor de melanom SK-MEL-24
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Tratamentele combinate cu CPt, administrate celulelor de melanom, au determinat
cresterea expresiei genice pentru TP53, ABCB1, CD59, BCL-2 si MDMI, insa o crestere
semnificativa a expresiei genice a fost exercitatd asupra genei MDM1 de catre combinatia
dintre CPt si Ipi, cu o multiplicare de 372,99 de ori.

De asemenea, combinatia dintre CPt si Niv a indus o crestere a expresiei genelor
TP53, ABCBI1, CD59, MDMI, dar si reducerea expresiei genei BCL2. Combinatia dintre
CPt cu Rsv a condus la efecte de modificare a expresiei genelor, de crestere, pentru
ABCBI1 (2,31 ori), ICAM1 (2,71 ori) si CD59 (1,86 ori), iar in cazul combinatiei cu Qct,
cresteri ale expresiei genice s-au observat pentru ICAM1 (2,10 ori) si MDM1 (2,37 ori).
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TP53 ABCB1 ICAMI1 CD39 BCL2 MDM1
= CPt + Ipi 1.31 1.40 0.34 3.15 2.91 372.99
= CPt + Niv 1.91 1.79 1.03 4.03 0.22 1.32
CPt + Rsv 1.22 2.31 2.71 1.86 0.10 1.28
= CPt + Qct 1.27 1.08 2.10 1.53 0.56 2.37
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L% 1.00 4
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TP53 ABCB1 ICAMI1 CD59 BCL2 MDM1
mPxl + Ipi 1.07 0.80 1.39 2.76 1.60 2731
m Pxl + Niv 1.23 0.91 1.24 2.53 1.89 13.78
Pxl + Rsv 1.72 2.20 3.20 5.07 2.19 408.96
mPxl + Qct 1.20 0.51 3.51 2.36 2.58 641.01

Figura 12. Analiza real-time PCR a modularii expresiei genelor TP53, BCL-2, MDM-1,
ICAM-1, ABCBI si CD59 in urma tratarii celulelor de melanom SK-MEL-24 cu

combinatii ale CPt cu mAb sau compusi naturali

De asemenea, in urma tratamentele combinate cu Pxl, s-a constat ca cel mai puternic
efect a fost cel de crestere a expresiei genei MDMI1 sub actiunea modulatoare a
combinatiilor dintre Pxl + Ipi (de 27,31 ori), Pxl + Niv (de 13,78 ori), Pxl + Rsv (de 408,96
ori) sau Pxl + Qct (de 641,01 ori).
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»  Evaluarea moduldrii apoptozei in celulele de melanom SK-MEL-24

Celulele de melanom SK-MEL-24 cultivate pentru 24 h au fost tratate cu compusii
studiati, in diferite concentratii. Rezultatele au evidentiat o crestere a inducerii apoptozei
timpurii In urma tratamentelor de 24 h cu un singur compus sau combinatiile compusilor
testati, comparativ cu celulele netratate (Tabel 3). Efecte semnificative au fost evidentiate
in cazul tratamentelor in care CPt a fost asociat cu compusii naturali bioactivi Rsv sau Qct,
atingand valori ale celulelor apoptotice de pana la 10,7% si, respectiv, 12,5% din celulele
de melanom tratate. De asemenea, tratamentele in care Pxl s-a asociat cu Rsv sau Qct au

condus la inducerea apoptozei timpurii pentru 8,9% si, respectiv, 12,9% dintre celule.

Tabel 3. Efectele apoptotice induse de tratamentele individuale sau combinate

Evenimente apoptotice (%) (=SD)

Tratamente
administrate Apotoza Apoptoza Total
timpurie tarzie evenimente
NT 3.2+0.87 32+0.54 6.4+0.08
CPt (100 uM) 11.4+0.08 3.9+0.87 153+1.23
Px1 (1 uM) 13.5+0.40 6.6 +0.73 20.1+0.79
Ipi (20 pg/mL) 6.3+0.32 2.1+£0.12 8.4+ 1.86
Niv (20
Lg/mL) 8.5+1.87 43+0.84 12.8+£0.09
Rsv (50 uM) 55+0.96 6.8 +£0.09 12.3+0.51
Qct (50 pM) 13.5+0.94 8.9+0.04 22.4+0.89
Px1 + Ipi 5.2+0.05 8.8 +0.32 14 +£0.45
Px1 + Niv 9.7+0.04 4.6=0.71 14.3+0.54
Pxl + Rsv 8.9+0.73 13.2+1.74 22.1+2.24
Pxl + Qct 12.9+1.91 10.8 +1.43 23.7+0.96
CPt + Ipi 3.5+£0.54 4.6+1.32 8.1+0.56
CPt + Niv 3.5+£0.92 22+0.04 5.7+0.40
CPt + Rsv 10.7 £ 1.59 4.7+£0.42 154+1.43
CPt+ Qct 12.5+1.34 8.8+£1.63 21.3+1.54
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»  Evaluarea modularii ciclului celular in celulele SK-MEL-24

Culturile de celule tratate singular sau in combinatii au prezentat scaderea distributiei
celulare in faza S comparativ cu celulele de control. Tratamentele individuale cu Rsv sau
Qct au indus cea mai mare descrestere a nucleilor (%) In faza S, pand la 3,22% si,
respectiv, 0,76%; iar in faza GO/G1 cel mai puternic efect de scddere a numarului

nucleilor a fost indus de Pxl, singur sau combinat cu Ipi sau Niv (Figura 13).
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Figura 13. Modularea fazelor ciclului celular(G0/G1, S si G2M) ale celulelor de melanom
uman SK-MEL-24, tratate cu compusii antineoplazici administrati individual sau in

combinatii

Tratamentele combinate au aratat o scadere semnificativa a nucleilor din faza S
pentru combinatia dintre CPt si Qct, de pana la 9,9%, in timp ce combinatiile CPt cu Ipi, cu
Niv si Rsv au indus valori ale fazei S sub 30%, de 27.09%, 25.67% si, respectiv, 28.65%,
similar tratamentelor individuale. Efecte similare s-au observat pentru tratamentele
combinate ale PxI cu Ipi (21,09%), Niv (20,73%) si Qct (28,11%) (Figura 13).

Analiza statisticd a posibilelor corelatii dintre fazele ciclului celular si expresia
genicd a setului de gene mentionat in sectiunea anterioara, a scos in evidentd o corelatie
pozitivd puternic intre expresia genei implicatd in rezistenta la terapie ABCBI1 si faza
G0/G1 (r= 10,528, p <0,05) si o corelatie negativa cu indicele de proliferare (IP = S+G2M)
(r=-528, p <0.05) (Figura 14).
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Figura 14. Corelatiile statistice dintre fazele ciclului celular si expresia genei ABCBI

»  Evaluarea modularii eliberarii citokinelor IL-6 si TNF-a de cdtre celulele SK-
MEL-24
Rezultatele au aratat ca tratamentele combinate, in comparatie cu cele individuale, au

indus efecte mai puternice de modulare a productiei de IL-6.
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Figura 15. Evaluarea eliberarii citokinelor IL-6 si TNF-a in supernatantul celulelor de

cultura SK-MEL-24, tratate cu compusi administrati individual sau in combinatii

Astfel, combinatiile dintre CPt sau Pxl cu Qct au determinat o reducere a eliberarii
de 82,84% si 84,02%; de asemenea, combinatia dintre Pxl si Ipi a determinat o scadere de
78,11% (eliberare IL-6 de 21,89%) ca reactie anti-inflamatoare. In ceea ce priveste
modularea eliberarii citokinei TNF-a, un efect semnificativ de stimulare a eliberarii TNF-a

a fost Inregistrat sub actiunea anticorpului monoclonal Ipi, administrat individual sau in
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combinatie cu Pxl, de pana la 147,65% si, respectiv, 135,67%, desi acesta din urma in
combinatie cu ceilalti compusi, a determinat o reducere a eliberarii TNF-a, comparativ cu
tratamentele singulare (Fig. 15).

Aceste rezultate au fost analizate si din punct de vedere al diferitelor corelatii
statistice cu rezultatele obtinute in evaluarea moduldrii progresiei ciclului celular sub
actiunea agentilor anti-tumorali administrati celulelor in cultura. Astfel, s-a constatat ca
distributia nucleilor din faza G2M se coreleaza puternic negativ cu nivelul IL-6 eliberat in

supernatantul celulelor de melanom cultivate (Figura 16).
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Figura 16. Corelatia dintre fazele ciclului celular si eliberarea citokinelor

CONCLUZII GENERALE

Melanomul cutanat (MC) este cea mai agresivd forma de cancer de piele.
Caracterul agresiv, imprevizibil si heterogenitatea genotipica si fenotipicd a melanomului
reprezintd reale provocari in monitorizarea si stabilirea prognosticului evolutiei bolii.
Evaluarea factorilor de prognostic prin utilizarea markerilor tumorali moleculari, atat la
momentul diagnosticului, pe baza caracteristicilor clinice si histopatologice, cat si pe
parcursul terapiilor sistemice sau pentru monitorizarea riscului de recidivd a bolii, este
recomandata de ghidurile internationale de practicd clinicd pentru diagnostic, tratament si
monitorizare. Identificarea potentialului de prognostic a componentelor moleculare si

celulare, implicate In desfasurarea proceselor biologice care favorizeaza progresia tumorald
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este imperios necesarda, avand in vedere incidenta in continud crestere si rata mica de

supravietuire raportatd pentru pacientii cu melanom avansat.

Pe parcursul lucrarii de doctorat s-au realizat urmatoarele studii:

1. Un studiu retrospectiv, care a inclus 176 de pacienti (78 de femei si 98 de

barbati), diagnosticati cu melanom cutanat, aflati in diferite stadii de evolutie a bolii,

pentru care au fost determinate concentratiile de la nivel circulator a proteinelor S100B si

MIA. In plus, pentru un numir de 76 de pacienti din cadrul grupului de pacienti de mai sus,

a fost evaluatd expresia tisulard a markerilor specifici tesutului de melanom, respectiv:

S100,

MelanA si HMB45. Analiza statisticA a rezultatelor a permis formularea

urmatoarelor concluzii:

>

nivelul expresiei SI00B si MIA solubile creste odata cu stadiul de evolutie al bolii,
proteinele fiind supraexprimate in cazul pacientilor cu multiple metastaze la
distanta, sustindnd o corelatie pozitivdi a nivelului concentratiei cu incarcarea
tumorala, rezultate care sunt confirmate si de alte studii de cercetare;

analiza coeficientul de corelatie » a evidentiat o corelatie directd, puternic
semnificativa, intre cele doua proteine la pacientii din stadiile III si IV, care
subliniaza riscul de progresie tumorala. In stadiile I si II intre cele doud proteine nu
s-a stabilit nici o corelatie statistica.

investigarea simultana a proteinelor S100B si MIA a demonstrat ca in stadiul IV de
evolutie, 81,81 % dintre pacienti au prezentat valori peste limita normala pentru cel
putin una dintre aceste proteine, iar 40,90% au avut ambele proteine cu concentratii
mai mari decat limita normald, ceea ce demonstreaza utilitatea evaluarii
concomitente a celor doi markeri In stabilirea riscului de progresie a melanomului.
in stadiile initiale, I si II, cel putin una dintre cele doua proteine au prezentat valori
anormale pentru 22,22% si respectiv, 31,98%, procente care sustin valoarea de
prognostic a proteinelor S100B si MIA solubile inca din stadiile initiale.

analiza potentialelor corelatii dintre expresia de la nivel tisular a proteinelor S100,
HMB45, MelanA si nivelul din circulatie al proteinelor S100B si MIA, a aratat ca
expresia pozitiva tisulard a celor trei biomarkeri se coreleaza cu nivelurile crescute
din sange ale proteinelor S100B s1 MIA 1in stadiile IIT si IV.

dupa excizia tesutului de melanom, s-a constatat ca 11,53% dintre pacientii care au
avut cei trei markeri tisulari exprimati intens pozitiv, au continuat sa prezinte

niveluri crescute ale concentratiei proteinei S100B, indicand o posibild invazie
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tumorala sau prezenta tumorilor oculte si nevoia de monitorizare frecventa, chiar
daca semnele clinice nu sunt detectabile.

» Rezultatele obtinute in urma efectuarii acestui studiu au fost diseminate prin

publicarea lor in revista Journal of Personalized Medicine (Bolovan L.M.,

2023).

2. Un studiu prospectiv, in care s-a urmarit in dinamicd raspunsul imun si cel

inflamator pentru un numar de 20 de pacienti diagnosticati cu MC avansat, aflati 1n stadiile

IIT s1 IV, eligibili pentru terapia cu mAb anti-PD-1 (Nivolumab). Pentru acesti pacienti s-a

monitorizat variatia cuantificabild a populatiilor/ subpopulatilor de limfocite T, limfocite B

si celule NK, pe perioada tratamentului, simultan cu analiza indicatorilor inflamatori,

calculati pe baza datelor obtinute pentru celulele sistemului imun Inndscut (neutrofile,

trombocite, monocite) si cel adaptativ (limfocite), precum si pentru citokinele pro-

inflamatorii IL-6 si TNF-a. Avand in vedere caracterul prospectiv al acestui studiu,

rezultatele sunt preliminare si au condus la urmatoarele concluzii:

>

pacientii cu beneficii terapeutice pe durata studiului au inregistrat cresterea
progresiva a numarului celulelor NK CD16756" si a limfocitelor T CD8 citotoxice
lotul de pacienti cu progresie tumorala pe perioada terapiei au prezentat o tendinta
de crestere a procentului de celulele NK in 50% dintre cazuri.

limfocitele B CD19" au evidentiat o tendintd de scadere odatd cu cresterea
numadrului de cicluri de tratament, tendinta care s-a pdstrat in limite normale
procentul limfocitelor B CD19" s-a corelat negativ cu procentul celulelor NK;
astfel, scaderea procentului de limfocite B este compensata de cresterea procentului
de celule NK, odatd cu cresterea perioadei de administrare a terapiei.

raportul CD4"/CD8" a fost sub valoarea minima normald pentru un procent de 35%
dintre pacienti la momentul initierii studiului, iar 75% dintre acestia au avut
evolutie nefavorabild. Acest biomarker are valoare exploratorie, iar datele de
literaturd nu aratd o evolutie uniforma a raportului CD4", CDS8".

analiza corelatiilor statistice a aratat ca nivelul scazut al limfocitelor B CD19" a
fost asociat cu valorile crescute ale indicilor SIRI si SII, ceea ce sugereazd un
raspuns nefavorabil la terapie si prezenta inflamatiei sistemice, care contribuie la
scaderea ratei de supravietuire

corelatia pozitiva, puternic semnificativd dintre SIRI si SII sugereaza, in cazul

valorilor ridicate, un raspuns redus la terapia imuna si un prognostic nefavorabil.
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» celulele NK nu au stabilit nici o relatie de asociere cu biomarkerii inflamatori
analizati, ceea ce poate conduce la sustinerea valorii sale de factor independent de
prognostic.

» eliberarea citokinelor IL-6 s-a redus pe perioada terapiei cu Nivolumab, ceea ce
demonstreaza o crestere a eficientei terapiei prin scaderea actiunii pro-inflamatorii
exercitatd de IL-6 atunci cand este peste limite normale. TNF-a s-a mentinut in
limite normale, sugerand un prognostic favorabil al raspunsului la terapie.

» variatia expresiei populatiilor limfocitare pe parcursul terapiei cu Nivolumab pentru
pacienti cu MC poate reprezenta o sursa importantd de orientare terapeutica in cazul
instaldrii imunosupresiei celulare sau a rezistentei la tratament, insd rezultatele
obtinute sunt relative, si prin urmare sunt necesare investigatii pe grupuri mai mari
de pacienti.

» markerii inflamatori SIRI, SII, NLR, PLR, MLR integreaza celulele sistemului
imun Tnndscut si adaptativ, iar corelatiile dintre acesti parametri ar putea reflecta
raspunsul imun acut, orientat in directia stimularii procesului inflamator ca proces
care faciliteazd progresia tumorald si rezistenta la imunoterapie a melanomului
cutanat avansat.

» Rezultatele obtinute Tn urma efectudrii acestui studiu au fost diseminate prin

publicarea lor in revista Biomedicines (Bolovan L.M., 2025).

3. Un studiu experimental in vitro, care s-a realizat pe linia celulara de melanom
uman SK-MEL-24, pe care s-a testat potentialul oncolitic al unui panel de compusi cu
actiune anti-tumorald, precum CPt, Pxl, Niv, Ipi, Rsv sau Qct, cu evidentierea impactului
acestor tratamente asupra proceselor de diviziune celulard, proliferare, apoptoza si
modificarilor moleculare induse la nivelul unor gene implicate in progresia tumorala.
Rezultatele au condus la urmatoarele concluzii:

» citotoxicitatea celulara indusd a variat intr-un mod dependent de dozad si durata
administrarii compusilor, astfel ca efectele asupra celulelor de melanom in culturd au
fost mai mari in urma administrarii lor timp de 48 h comparativ cu efectele obtinute in
urma administrdrii timp de 24 h.

» pentru compusii citostatici Pxl si CPt, in urma administrarii individuale, s-a constat ca
Pxl a indus o scadere mai mare a viabilitatii celulelor de melanom comparativ cu CPt,

pentru toate concentratiile.
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pentru compusii bioactivi Qct si Rsv, administrati individual, s-a observat ca cel mai
puternic efect de reducere a viabilitatii a fost indus de Qct, insd ambii au determinat
scaderea viabilitatii pand la 80% 1in celulele tratate, chiar si la cele mai mici
concentratii aplicate.
tratamentele individuale cu mAb Ipi si Niv au evidentiat efecte similare intre ele.
in urma tratamentelor combinate s-a evidentiat ca Pxl, aplicat fie impreuna cu Ipi sau
Niv, ori cu Rsv sau Qct, a determinat cea mai mare scadere a CI in testul RTCA, ceea
ce sugereaza o actiune puternica de inhibare a proliferarii celulare.
asocierea dintre citostaticul Pxl cu compusii bioactivi Rsv sauQct a indus cele mai
multe evenimente apoptotice in celulele de melanom SK-MEL-24, iar in urma
administrarii tratamentelor individuale, efectele apoptotice cele mai puternice au fost
induse de tratamentul cu PxI sau Qct.
Pxl, singur sau combinat cu Ipi sau Niv, a indus cel mai puternic efect de scadere a
numadrului nucleilor din GO/G1, concomitent cu cresterea procentelor celulelor din
faza G2M.
efectele induse de combinatiile dintre agentii citostatici CPt sau Pxl cu mAb Ipi sau
Niv au confirmat ca asocierea dintre capacitatea de lezare a ADN de catre agentii
citotoxici este potentatd de prezenta mAb, care, desi nu au efecte citotoxice directe
asupra celulelor tumorale, contribuie la accentuarea efectului citostatic prin inducerea
in vitro a stresului celular nespecific asupra culturii celulelor tumorale, determinand
reducerea procentului celulelor din faza S, reflectand scdderea replicarit ADN si
oprirea proliferdrii celulare.
efectele exercitate de CPt, Pxl, Qct, Rsv, Ipi si Niv, administrati individul sau
combinati, asupra expresiei genelor TP53, BCL-2, MDM-1, ICAM-1, ABCB1, CD59,
au influentat Tn mod deosebit inducerea supraexpresiei genei MDM1. Astfel, expresia
acestei gene a crescut semnificativ in urma aplicarii urmatoarelor tratamente singulare
sau combinate: Qct (679,25 de ori), Pxl + Qct (641,01 ori), Pxl + Rsv (408,96 de ori)
sau CPt + Ipi (372,99 de ori). Aceste date demonstreaza ca supraexpresia MDM1
induce o crestere a stresului mitotic, stimuland expresia proteinei p53 si initierea
procesului de apoptoza.

» Rezultatele obtinute in urma efectuarii acestui studiu au fost diseminate prin

publicarea lor in revista Applied Sciences (Bolovan L.M., 2025).
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