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Context

Glioblastomul, definit de ultima clasificare din 2021 a Organizatiei Mondiale a
Sanatatii drept un gliom de grad 4, este cea mai agresiva tumora primara cerebrald a
pacientului adult, asociata cu o morbiditate si mortalitate importante, in ciuda diagnosticarii
rapide si aplicarii precoce a tratamentului considerat gold-standard la momentul actual —
protocolul Stupp (ablatia tumorala, urmata de radio- si chimioterapie adjuvanta). Aceasta
patologie se caracterizeaza printr-o heterogenitate marcata intra- si intertumorald, motiv
pentru care identificarea unor markeri de diagnostic si prognostic prin analiza
histopatologica, imunohistochimica si moleculara a mostrelor de tesut biopsiat s-a dovedit
zadarnic3. Tn ultima vreme, s-a pus accent pe biopsia lichid3, o tehnicd minim invaziva care
permite, printre altele, izolarea veziculelor extracelulare eliberate de celulele glioblastomului
din sangele periferic al pacientilor. Aceste nanostructuri prezinta atat la suprafata, cat si in
interiorul lor, molecule specifice celulelor care le secreta. Astfel, caracterizarea veziculelor
extracelulare pe baza moleculelor din componenta reflecta fidel proprietatile celulelor
donoare, in speta ale celulelor glioblastomului. Importanta consta in posibilitatea
identificarii unor biomarkeri de diagnostic si prognostic accesibili si reproductibili, meniti sa
stabileasca un profil fenotipic care sa prezicd evolutia acestei patologii si sa orienteze
conduita terapeutica intr-o maniera personalizata.

Studiul 1 - Factori prognostici de supravietuire la pacientii diagnosticati cu glioblastom -
Studiu retrospectiv

Acest studiu retrospectiv a avut drept scop o caracterizare initiald a pacientilor cu
glioblastom din Clinica de Neurochirurgie a Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Targu
Mures din punct de vedere socio-demografic, clinic si paraclinic, precum si identificarea unor
potentiali markeri de diagnostic si prognostic. Au fost luati in considerare factori legati de
pacient (sex, varsta, status clinic pre- si postoperator), de tumora (localizare, dimensiune,
proprietati histologice si imunohistochimice — Ki67, GFAP), de conduita terapeutica
(amploarea rezectiei chirurgicale, terapii adjuvante aplicate) si de raspunsul imun al
organismului la agresivitatea tumorii prin intermediul valorilor absolute ale celulelor imuno-



inflamatorii din sangele periferic si al rapoartelor dintre ele. Similar celorlalte publicatii,
studiul nostru a demonstrat ca dimensiunea tumorii la momentul diagnosticului si agravarea
statusului clinic postoperator are o influentd negativa asupra supravietuirii acestor pacienti,
iar varsta pacientilor se coreleazd negativ cu statusul clinic pre- si postoperator. In plus,
leucocitoza preoperatorie prezice o evolutie nefavorabild. Celelalte rezultate confirma
incertitudinea publicatiilor existente privind eficienta acestor factori in diagnosticarea si
prezicerea comportamentului glioblastomului, cel putin la momentul actual.

Studiul 2 - Conturarea unor profile antigenice distincte la pacientii cu glioblastom prin
imunocaptarea veziculelor extracelulare

Acest studiu a propus analiza prin metoda citometriei in flux a veziculelor
extracelulare eliberate de celulele glioblastomului in sangele periferic si identificarea unui
profil exozomal care sa prezica evolutia acestor pacienti pe baza markerilor de suprafata
exprimati de veziculele extracelulare. Rezultatele au demonstrat o heterogenitate marcata a
expresiei epitopilor intre pacienti. Prima clusterizarea bazata pe markerii specifici tumorali a
evidentiat clustere in care predomina un fenotip al celulei donor de tip celula stem, tumorala
si, respectiv, endotelialda. Singurul marker care poate distinge semnificativ intre lotul de
pacienti si lotul control este CD29, o moleculd cu rol central in toate mecanismele care
confera agresivitate glioblastomului. A doua clusterizare are la baza evaluarea raspunsului
imun, dintre care se remarca, pe de o parte, o posibila activare limfocitara, si, pe de alta
parte, o posibila activare plachetara. Astfel, se confirma heterogenitatea profilelor
antigenice ale pacientilor cu glioblastom si imperiozitatea unei abordari terapeutice
personalizata.

Studiul 3 - Caracterizarea fenotipului de celula stem in glioblastoame bazata pe veziculele
extracelulare

Scopul acestui studiu a fost validarea unui pattern evolutiv al markerilor de celula
stem asociati veziculelor extracelulare eliberate de celulele glioblastomului (NANOGP8 —
moleculd din incarcatura veziculelor extracelulare; CD44, SSEA4, CD133, CD326/EpCAM —
markeri de suprafata), care sa permitd anticiparea comportamentului acestei malignitati.
Expresia tuturor moleculelor a scazut semnificativ la o saptamana postoperator, insa evolutia
pe termen lung (la 3 luni de la interventia chirurgicald) a demonstrat tendinte extrem de
variate, marcand din nou variabilitatea extraordinara intra- si interindividuala a acestei
patologii.

Studiul 4 - Identificarea indicilor de agresivitate a glioblastomului prin citometrie in flux si
Western blot

Ultimul studiu a urmarit evolutia in dinamica a moleculelor asociate veziculelor
extracelulare derivate din celulele tumorale ale glioblastomului, aflate atat in incarcatura, cat
si pe suprafata lor. S-a realizat o selectie de molecule astfel incat sa se acopere toate
mecanismele care stau la baza agresivitatii acestei malignitati: proliferare celulara (EGFRvIII,



MCSP), invazie tumorala (anexina Al, EGFRvIIl, ROR1, CD24), favorizarea unui fenotip de
celuld stem (ROR1, CD24), eludarea raspunsului imun (anexina Al, PDL1, HLA-ABC, HLA-
DRDPDQ), chimio- si radiorezistenta (anexina Al). Aceste cadi moleculare sunt deseori
interconectate, iar un profil molecular alcatuit din toti acesti markeri reprezinta o
caracterizare multifactorialad a glioblastomului. Studiul nostru a demonstrat o heterogenitate
inter- si intraindividuald importanta a expresiei acestor molecule de-a lungul timpului.

Originalitatea tezei de doctorat

Originalitatea acestei teze de doctorat consta in abordarea holistica si moderna a
tumorigenezei glioblastomului prin izolarea si analizarea veziculelor extracelulare derivate
din celulele tumorale, urmarindu-se o gama variata de markeri de la suprafata si din
interiorul acestor vezicule cu rol demonstrat in patogeneza acestei malignitati; este primul
studiu de acest fel din Romania si printre putinele de la nivel mondial.

n plus, studiul nostru a permis, in premierd national3, optimizarea unui protocol de
izolare a veziculelor extracelulare din sangele periferic prin metoda ultracentrifugarii in
gradient de densitate, precum si a unui protocol de cuantificare a diferitilor epitopi prin
metoda citometriei in flux si a proteinelor din incarcatura veziculelor extracelulare prin
Western blot.



