UNIVERSITATEA DE MEDICINA S| FARMACIE
“VICTOR BABES” TIMISOARA
FACULTATEA DE MEDICINA GENERALA
DEPARTAMENTUL X CHIRURGIE Il

ZSOLT GYORI

DOCTRINA ET SCIENTIA
IN POSTERUM

TEZA DE DOCTORAT

STUDII EXPERIMENTALE Sl CLINICE ASUPRA
MELANOMULUI MALIGN

Conducator Stiintific

PROF. UNIV. DR. TIBERIU BRATU

REZUMAT

Timisoara
2020



CUPRINS

Lista lucrarilor publicate ... Vi
Lista @breVIerilor. ..........vei e VIII
INAEXUI FIQUIIION ... X
INdexul Tabelelor..........cooiiiiiii e XVI
MUBUMITT. oo XVII
INTRODUCERE ...ttt et XVl
PARTEA GENERALA .........ccooiiiiiiiiiiieieneeiseeeee s 1
|. DETECTAREA SI DIAGNOSTICAREA FORMATIUNILOR
TUMORALE ALE PIELI...ciiiiiieie e 1
1.1 Generalitali..........coeviiiiiiieiiiee e 1
[.1.1 Detectarea si diagnosticarea cancerului de piele....................... 2
[.1.2 Tehnicile si metodele curente ..............cccccciiiiiiii, 4
[.1.2.1 Fotografierea.........ccccceeeeeei i 4
[.1.2.2 DEIrMALOSCOPIA ...vvvvereeeeeiiiiiiiiieeiee e e e ettt e e e e e e e snibbenee e e e e e e 7
L1.2.3 ECOQrafi@l..c.ccccciiiieiiiii et 10
1.1.2.4 Microscopia confocald................ccccoeeeee 13
[.1.2.5 Spectroscopia Raman ............cccceeeiiiiiiiiiiiiiie e 16
1.1.2.6 Spectroscopia cu fluorescenta ............cccoveeeeiiiiiiiiiiiiiennnen. 18

Il. FACTORII DE RISC S| BIOMARKERII IN CANCERELE DE PIELE 22

L2 INErOAUCETE ... 22
[1.1.1 FaCtorii de FiSC.......cccciriiiiiiiiiiicin e 22
[1.1.1.1 Evaluarea expunerii la raditiile UV ................ccoeiiiniiinn 25

[1.1.1.2 Biomarkeri pentru a evalua pacienti cu risc crescut........... 28



PARTEA SPECIALA ...........cooviviiiiiieeeeeeeee e 30

1.1 ROLUL LINIILOR CELULARE DE MELANOM iN OBTINEREA DE
TERAPII PENTRU COMBATEREA PATOLOGIEI MALIGNE A

ORGANULUI CUTANAT ..o 30
[LL.1 INtrOdUCEIE ... 30
[1.1.2 Materiale si metode.............ccceiviiiiiiiiii 31
[1.1.3 Rezultate si disCUlii.............occeviiiiiiiiiii 32

[1.2 MELANINA SI COMPORTAMENTUL LINIILOR CELULARE
MELANOMICE iN PREZENTA RADIATIILOR ULTRAVIOLETE

DETIP B oo 43
[1.2.2 INtrOCUCETE ... 43
[1.2.2 Materiale Simetode.............ccceiiiiiiiii i 48
[1.2.2.1 Reactivi si celule............ccooiiiiiiiii 48
11.2.2.2 Determinarea continutului de melanina din mediul
extracelular............ccccviiiiiii 49
11.2.2.3 Iradierea celulelor si studiul viabilitatii celulare................... 49
11.2.3 Rezultate si disCutii.............cccvviiiiiiiiii 50
[1.2.3.1 Determinarea continutului de melanina......................cc.... 50
[1.2.3.2 Morfologia celulara ..............coevveeeiiiiiiiieeeee 60
[1.3 CONTRIBUTII LEGATE DE INCIDENTA FORMATIUNILOR
TUMORALE ALE PIELIT ..ottt 72
[1.3.1 INtrOUCETE ... 72
[1.3.2 Materiale simetode.............ccceeeiiiiiiiiiii 73
11.3.3 Rezultate si disCutii............occeriiiiiiiiii 74
CONCLUZIL ...t 89
BIBLIOGRAFIA ...ttt 92
ANEXE ... s

Cuvinte cheie: melanom, linii celulare, radiatji ultraviolete de tip B



TEZA DE DOCTORAT

STUDII EXPERIMENTALE SI CLINICE ASUPRA
MELANOMULUI MALIGN
Rezumat

Melanomul este una dintre cele mai imprevizibile tumori, atat Tn ceea ce
priveste morfologia, cat si evolutia bolii. Poate avea forme clinice diferite, ceea
ce face foarte dificil& diagnosticarea. In ciuda numeroaselor incercari, nu a fost
elaborat un tratament eficient in special pentru pacientii aflati in stadii avansate,
iar detectarea precoce si indepartarea unei leziuni a pielii constituie Tn prezent
cea mai eficienta metoda de tratament.

Lucrarea este structuratd tindnd cont de normele de redactare
institutionale. Partea generala trateaza: (a) detectarea si diagnosticarea
formatiunilor tumorale ale pielii - detectarea si diagnosticarea cancerului de piele
si tehnicile si metodele curente (fotografierea, dermatoscopia, ecografia,
microscopia confocald, spectroscopia Raman si spectroscopia cu fluorescenta)
si (b) factorii de risc si biomarkerii in cancerele de piele. Partea speciala cuprinde
trei capitole principale, si anume: rolul liniilor celulare de melanom in obtinerea
de terapii pentru combaterea patologiei maligne a organului cutanat, melanina
si comportamentul liniilor celulare melanomice in prezenta radiatiilor ultraviolete
de tip B si contributii legate de incidenta formatiunilor tumorale ale pielii.

Lucrarea de fata contine trei obiective stiintifice, si anume: (i) studierea
celulelor melanomice murine si umane, cu precadere cele care contin melanina,
pentru a evalua rolul acestora din prezent ih abordarea melanomului, (ii)
comportamentul celulelor melanomice in prezenta radiatiilor ultraviolete de tip B
si cuantificarea melaninei si (iii) analiza incidentei formtaiunilor tumorale ale pielii
ntr-o populatie data din zona de vest a tarii in vederea stabilirii incidentei actuale
a acestei maladii.

In lucrarea de fata sunt prezentate studii in vitro pe celule 2D legate de

cuantificarea celulelor viabile Tn anumite contexte, de morfologia celulara in



prezenta factorilor perturbatori (radiatii ultraviolete, melanina) si totodata sunt
analizate tipurile de leziuni tumorale la pacientii care s-au prezentat la clinica,
din toate grupele de varsta, intr-o anumita perioada.

Detectarea si diagnosticarea cancerului de piele reprezinta o provocare
pentru specialistii din domeniu, care de cele mai multe ori necesita lucrul in
echipa prin cooptarea specialistilor din mai multe domenii medicale si nu numai.
Cele mai utilizate principii legate de detectarea si diagnosticarea leziunilor
maligne ale pielii sunt prezentate in lucrare (Principiile si mecanismele implicate
optic; pe baza fotodinamicii; Ecografia; Bio-impedanta electrica; Imagine
termica).

Tn studiul curent au fost selectate sase linii celulare de melanom diferite,
atat de origine murina cat si umana, si anume: melanom de soarece B16-FO
(ATCC® CRL-6322 ™), melanom de soarece B16-F10 (ATCC® CRL-6475 ™),
melanom de soarece B164A5 (ECACC 94042254), melanom uman SK-MEL-5
(ATCC® HTB70 ™), melanom uman SK-MEL-28 (ATCC® HTB72 ™) si
melanom uman SH-4 (ATCC® CRL-7724 ™) achizitionate de la Colectia
europeana de culturi celulare autentificate (ECACC) si American Type Culture
Collection (ATCC) ca flacoane congelate.

Pentru protocoalele de cultivare a celulelor au fost necesari urmatorii
reactivi specifici: medii specifice - Dulbecco's Modified Eagle's Medium pentru
B16-FO, B16-F10, B164A5 si SH-4, si Eagle's Minimal Essential Medium pentru
SK-MEL-5 si SK-MEL- 28, suplimente: ser bovin fetal (FCS) la o concentratie
finala de 10%, un amestec de solutie de antibiotice (penicilind + streptomicina -
concentratie finala -1%), si alti reactivi ca: solutie tripsina / EDTA si tampon salin
fosfat - PBS. Mediile de cultura, suplimentele si reactivii au fost achizitionate de
la ATCC, Sigma Aldrich (Germania) si Thermo Fisher Scientific (SUA). Toate
procedurile au fost realizate in conditii standard, celulele au fost pastrate la
37°C, 5% CO: si au fost mentinute Tn culturd pentru a urmari evolutia

macroscopica sau contaminarea microbiana.



Modelele in vitro ale melanomului sunt reprezentate de aproximativ
5,000 de linii celulare generate, dar numai pentru peste 200 de linii celulare
exista un profil genetic si o caracterizare biologica. Pe langa rolul major jucat de
liniile celulare Tn cercetarea cancerului, au fost descrise, de asemenea, mai
multe limitari, cum ar fi: 1) pierderea populatiilor stromale, vasculare si imune
celulare ceea ce duce la un comportament diferit in cultura in comparatie cu
conditiile in vivo; 2) o posibila selectie a unui subset de clone care respecta
conditiile de crestere a culturii si 3) lipsa micromediului existent in vivo si absenta
interactiunilor, fiind astfel dificil sau chiar imposibil de recreat aceste procese
care se intalnesc in vivo.

Acest studiu isi propune sa evidentieze diferentele dintre mai multe linii
de celule de melanom murin si uman, care sunt frecvent utilizate ca modele
pentru studii de melanom 1in literatura de specialitate.

Tn experimentul care a presupus studiul celulelor in prezenta radiatiilor
UVB au fost utilizate: o linie celulara sanatoasa si doua linii de celule tumorale,
achizitionate sub forma de produse congelate de la ATCC. Linia celulara
sanatoasa a fost reprezentata de melanocitele epidermice umane primare
(HEMa - ATCC® PCS-200 013 ™), iar liniile celulare tumorale au fost de
melanoame umane (SK-MEL-3 - ATCC® HTB-69 ™ si COLO-829 - ATCC®
CRL -1974 ™). Mediile adecvate necesare pentru cultivarea celulelor - Dermal
Cell Basal Medium, Adult Melanocyte Growth Kit, McCoy's 5a Medified Modified
si RPMI-1640 Medium au fost achizitionate de la ATCC in timp ce, toti ceilalti
reactivi, cum ar fi: ser fetal bovin (FBS), penicilina / streptomicina amestec,
solutia de tampon fosfat salin (PBS), combinatia tripsina / EDTA si Trypan blue
au fost obtinute de la Sigma Aldrich (Germania). HEMa - melanocitele primare
au fost inmultite intr-un mediu bazal de celule dermice, in care s-a adaugat un
kit de crestere a melanocitelor adulte, 100 U / mL penicilina si 100 g / mL
streptomicina amestec; SK-MEL-3 au fost cultivate Tn mediu modificat McCoy
5a, completat cu ser bovin fetal la o concentratie finalad de 15% si COLO-829 au

fost cultivate in mediu RPMI 1640, completat cu ser bovin fetal la o concentratie



finala de 10%. In timpul cultivarii, toate celulele au fost pastrate in conditii optime
pentru propagare - atmosfera umidificata cu 5% CO. la 37°C si divizate la fiecare
48 de ore. Celulele au fost numarate cu un dispozitiv de contorizare de celule
automatizat, Countess Il FL, in prezenta reactivului Trypan blue.

Pentru a determina continutul de melanina din mediu din probele testate
a fost necesara obtinerea curbelor standard pentru melanina in medii de cultura
diferite specifice fiecarei linii celulare.

Protocolul de iradiere UVB, a presupus utilizarea celulelor la o confluenta
de min. 80—85% si etapele principale au fost: indepartarea mediului inainte de
expunerea la UVB, spalarea cu PBS, expunerea la 312 nm, la doua doze diferite
- 30 mJ / cm? si 60 mJ / cm? cu un sistem Biospectra (Vilber Lourmat, Franta).

Viabilitatea celulelor a fost evaluata prin testul Alamar blue: 10,000 celule
/ 200 pL mediu / godeu au fost insamantate intr-o placa cu 96 de godeuri,
incubate timp de 24 de ore dupad expunerea la UVB si analizate
spectrofotometric la lungimi de unda de 570 nm si 600 nm cu un
spectrofotometru xMark ™ Microplate ( BioRad) asa cum s-a descris anterior.

Legate de incidenta formatiunilor tumorale ale pielii s-a realizat un studiu
analitic, observational, retrospectiv al cazurilor de formatiuni tumorale in judetul
Timis, situat in zona de vest a Romaniei. Pacientii s-au prezentat in perioada
august 2015-septembrie 2019. in cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta
“Pius Brinzeu” Timisoara, Sectia Clinica de Chirurgie Plasticad Reconstructiva si
Arsuri — Casa Austria. Un total de 2026 cazuri au inclus pacienti de toate
varstele. Diagnosticarea a respectat criteriile clinice, dermoscopice,
histopatologice si, cand a fost necesar cele imunohistochimice. Datele
prelucrate au inclus caracteristicile pacientilor de tip sex, varsta si localizarea
tumorii.

Lucrarea de fata si-a atins in totalitate obiectivele propuse, si anume: (i)
studierea celulelor melanomice murine si umane, cu precadere cele care contin
melanina, pentru a evalua rolul acestora din prezent in abordarea melanomului,

(i) comportamentul celulelor melanomice in prezenta radiatiilor ultraviolet de tip



B si cuantificarea melaninei si (iii) analiza incidentei formatiunilor tumorale ale
pielii intr-o populatie data din zona de vest a tarii in vederea stabilirii incidentei
actuale a acestei maladii. In urma studiilor experimentale si de literatura
derulate, corelat cu obiectivele si metodele abordate, se desprind urmatoarele
concluzii principale:

Celulele de tip 2D ar putea dezvolta un comportament diferit, dependent
de conditiile in vitro, originea, tratamentele si alti factori. Pentru a obtine un
rezultat si o interpretare adecvata, oamenii de stiinta trebuie sa cunoasca
particularitati cu privire la aceste modificari. Celulele metastatice murine (B16-
F10 si B16-F0) sunt comparabile cu metastazele umane precum SK-MEL-5 si
SK-MEL-28. Progresul semnificativ si rapid al tehnologiei in vitro este extrem de
util in elucidarea mecanismelor cheie care au loc in evolutia melanomului.
Datele furnizate de comportamentul diferitelor linii celulare de melanom
reprezinta un punct cheie in gasirea de noi candidati pentru incetinirea
progresiei melanomului, reducerea efectelor adverse ale terapiilor actuale si
cresterea sperantei de viata a pacientilor diagnosticati cu aceasta boala teribila.

Celulele de tip 2D studiate in vederea stabilirii continutului de melanina
se prezinta in felul urmator: A375, SK-MEL-28 si SK-MEL-5 nu produc melanina,
SK-MEL-1 — este o linie celulara de melanom uman care produce melanina,
COLO 829 - la pasaje mici produce melanina, SH-4 — sunt celule care produc
melanina, SK-MEL-3 — produc melanina. Dintre cele 3 linii de melanom de
soarece verificate, cea care produce melanina intr-o concentratie mai mare este
B16F10, fiind urmata de B16F0 si B164A5. Dupa cum se poate observa si in
cazul liniei B16F0, cu cat timpul Tn culturd se prelungeste si creste numarul
pasajelor, cu atat scade concentratia de melanind.in ceea ce priveste liniile
celulare sanatoase de origine umana, melanina a fost detectata in melanocitele
umane, in timp ce in cazul keratinocitelor si fibroblastelor nu a fost inregistrat
continut de melanina.

Melanocitele si celulele SK-MEL-3 au un continut similar de melanina, in

timp ce celulele COLO-829 au un continut mai mare de melanina. in studiile



viitoare, se va evalua efectul radiatiilor de tip A si de tip B asupra celulelor din
acest studiu. Tratamentul cu radiatii UV de tip B a avut cel mai daunator efect
asupra celulelor COLO-829. Imediat dupa expunere, celulele au aparut afectate
in mod semnificativ dupa ambele doze (30 si 60 mJ/ cm?), dar dupa 24h celulele
tratate cu doza de 30 mJ / cm? au inceput sa-si recapete aspectul morfologic
specific. Nu se poate spune acelasi lucru pentru celulele expuse la o doza de
60 mJ / cm?, caz in care peste 90% dintre celule au aspect apoptotic, celulele
nefiind atasate pe placa de cultura.

La scurt timp dupa expunerea la UVB, la doua doze diferite de radiatii,
melanocitele sunt afectate, dar dupa 24 de ore sunt recuperate complet. in cazul
celulelor melanomului uman, radiatiile UVB sunt extrem de toxice pentru celulele
producéatoare de melanina, si anume, COLO-829, intr-o maniera mult mai mare
decat cele care nu produc melanina in cultura - SK-MEL-3 - dar au capacitatea
de a produce tumori pigmentate Tn modele animale.

Studiul referitor la incidenta formatiunilor tumorale intr-o populatie data
a relevat urmatoarele: persoanele cu varste cuprinse intre 60-69 ani au fost cele
mai numeroase (~22%), urmate de cele din categoria de varsta 70-79 ani
(~18%), in timp ce cele sub 10 ani au reprezentat un procent sun 0.5%; din
numarul total de pacienti inclusi in baza de date, un procent de 2.6% au avut
diagnostic de melanom, 6.5% au avut un diagnostic de carcinom bazocelular, in
timp de un procent semnificativ mai mic, 0.25% au fost diagnosticati cu carcinom
scuamocelular. Diagnosticarea melanomului malign Tn stadiile incipiente este
esentiald pentru cresterea sperantei de viata iar autoexaminarile cutanate, in
special la barbatii in varstd (tindnd cont ca barbatii sunt mai predispusi la
dezvoltarea bolii), se pot dovedi a avea o valoare deosebita.

Opinia specialistilor este ca melanomul poate fi tratabil iar diagnosticarea
corecta si precoce este critica. Este necesara o actiune de constientizare a
problemei si personalul medical ar trebui sa pledeze pentru programe dedicate

populatiei din grupele de risc.



