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INTRODUCERE

Cancerul de esofag este unul din cele mai agresive tipuri de cancer digestiv, diagnosticarea
tardiva in tara noastra fiind cauzata de statusul socio-economic precar, precum si situatiei ana-
tomice particulare a esofagului. Aproximativ 70% din pacienti suferd de o boald avansata loco-
regional sau cu metastaze la distantd necunoscute in momentul descoperirii bolii. Pacientii sunt
in general varstnici, tarati si malnutriti, adesea casectici. Frecventa sa a ramas constanta in ulti-
mul deceniu si, in ciuda progreselor de tratament chirurgical si oncologic, mortalitatea rimane
extrem de ridicatd, datorita acestei diagnosticari tardive, a metastazarii rapide si terenului fragil
al pacientilor. Reprezintd a patra cauza de mortalitate prin cancer la barbat dupa neoplasmul de
plamén, neoplasmul de colon si neoplasmul de prostatd. Desi in ultimii 15 ani s-a observat un
progres in tratamentul acestei boli, exista incd destule controverse in managementul optim al
bolii.

Desi, agsa cum am amintit mai sus, frecventa cancerului de esofag a ramas constantd, s-a
inregistrat o scddere a numarului de cancere epidermoide si o crestere a cazurilor de adenocar-
cinom. Aceste 2 subtipuri reprezinta peste 90% din totalul cazurilor, restul fiind tumori rare:
melanoame, carcinoide, sarcoame, limfoame. Drenajul limfatic particular al esofagului si ab-
senta seroasei explica metastazarea rapida si la distanta, metastazarea locald in mediastin fiind
foarte greu de rezolvat chirurgical.

Chirurgia esofagului, ca tratament al cancerului de esofag prezinta dificultati tehnico-tac-
tice deosebite, comparativ cu alte organe datoritd: pozitiei sale greu accesibile, a raporturilor cu
organe vitale la nivel toracic, precum si din cauza necesitatii mobilizarii viscerelor abdominale
pentru reconstructia acestuia.

Cancerul, in general, si cancerul esofagian, in particular, este o maladie complexa care apa-
re ca rezultat al acumularii progresive de aberatii genetice si modificari epigenetice ce scapa de
sub controlul celular normal. Celulele neoplazice pot avea numeroase aberatii genetice dobandi-
te: aneuploidia, rearanjari cromozomiale, amplificdri, deletii, recombindri genice si mutatii care
duc la pierderea sau castigul unei functii. Aberatiile conduc la o comportare anormala comuna
tuturor celulelor neoplazice: crestere neregulata, lipsa inhibitiei de contact, instabilitate genomi-
ca si probabilitatea de metastaza.

In neoplasmul esofagian mecanismele responsabile de instalarea si evolutia bolii sunt de-
parte de a fi elucidate. In acest context, cercetarile sunt orientate citre identificarea determinan-
tilor moleculari ai inducerii si progresiei tumorale in scopul realizarii unui diagnostic precoce,
preventiv si predictiv al evolutiei bolii, dar si a unor noi scheme de tratament individualizat.

In mai multe tipuri de cancer, biomarkerii au imbunatitit capacitatea noastrd de diagnos-
tic, prognostic, tratament si predictie. In general, un biomarker adecvat ar trebui si fie util in
definirea si identificarea riscurilor in primele stadii ale carcinogenezei. In plus, biomarkerii pot
fi analizati atat dintr-o perspectiva non-invaziva, cat si dintr-o perspectivd economica si, prin
urmare, este important sd investim in cautarea mai multor biomarkeri. Au fost identificate gene
care sunt considerate potentiale candidate pentru strategiile terapeutice individualizate, orien-
tate in special, fata de tinte moleculare specifice.

Lumea medicald manifestd un interes deosebit pentru introducerea in terapie a unor agenti
antitumorali specifici (anticorpi, inhibitori ai receptorilor factorilor de crestere, antagonisti ai
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factorilor de transductie a semnalelor, vaccinuri cu celule care prezinta antigene) in asociere
sau nu cu tratamentul chimioterapic. Diagnosticarea si tratarea timpurie sunt masuri eficiente
de reducere a ratei mortalitatii bolnavilor cu cancer esofagian, insa majoritatea pacientilor care
se supun unui tratament intraspitalicesc sunt intr-un stadiu avansat al bolii. Unul dintre cei
mai responsabili factori care conduc la aceastd situatie este faptul ca nici un marker molecular
prezent in stadiul incipient nu este folosit in diagnosticarea si tratamentul cancerului de esofag.
Alegerea diferitelor mésuri de tratament depinde in mare masura de stadiul clinic al bolii.

Modificarile genetice in cancerul esofagian au fost raportate ca mutatii punctiforme la
nivelul genelor p53 si p16, amplificari ale int-2, hst-1, ciclina D1 si EGFR, precum si pierderea
heterozigotiei genelor in multe regiuni cromozomiale. Totusi, sunt incd neclare detaliile eveni-
mentelor moleculare care cauzeazd transformarea maligna a epiteliului esofagian. Doud clase de
gene, proto-oncogenele si genele supresoare tumorale, au roluri cheie in procesul de aparitie si
evolutie a cancerului. Majoritatea cancerelor poseda mutatii inactivante in una sau mai multe
proteine care, in mod normal, functioneaza pentru a restrange progresia catre stadiul G1 al ci-
clului celular (ex. Rb si p16). Studiile de specialitate au emis mai multe teorii, venite sd explice
transformarea maligna vdzutd ca o dereglare a ciclului biologic normal al celulei: teoria mutatiei
genetice, teoria diferentierii aberante, teoria virotica, teoria selectiei celulelor.

Pentru medicul clinician, un progres real in descoperirea precoce sau in stabilirea pro-
gnosticului, elemente cu un impact major asupra ratei supravietuirii bolnavilor, nu poate fi ficut
in acest moment prin tehnicile de investigatii macroscopice uzuale. Progresul in acest dome-
niu se poate realiza prin studierea mecanismelor moleculare ale carcinogenezei, respectiv prin
intelegerea complexa a mecanismelor genomice si proteomice care duc la aparitia si dezvoltarea
cancerului.

Studiul de fata isi propune sa treacd la un alt nivel tratamentul afectiunilor neoplazice eso-
fagiene, abordand particularitatile genetice si modificarile produse la acest nivel ce au determi-
nat aparitia bolii. S-a dorit sd se demonstreze cé fiecare modificare genetica duce la aparitia unor
forme histologice de neoplazii. Analizind fiecare din aceste forme se poate obtine un protocol
de depistare precoce si tratament individualizat in functie de organul afectat, tipul histopatolo-
gic de neoplazie si modificarea geneticd existentd. Extinzand conceptul, acest protocol poate fi
aplicat si membrilor familiilor acestora in vederea determinarii modificarilor genetice prezente,
in scopul depistarii si tratarii precoce a neoplaziilor luate in studiu.

Este binecunoscut faptul ca depistarea precoce a modificarilor genetice ce sunt insotite de
neoplazii poate duce la tratarea din timp a acestora in forme incipiente si, implicit, la cresterea
duratei de supravietuire a bolnavului oncologic si a calitatii vietii acestuia.

Lucrarea este structurata astfel: partea generala incepe cu o scurtd prezentare a anatomiei
esofagului, continua cu date despre fiziologia, morfologia si patologia acestui segment digestiv,
utile in intelegerea sindromului esofagian, si aminteste date despre genetica cancerului esofagi-
an. Partea personald sau speciala a lucrarii cuprinde mai intéi descrierea materialului si metode-
lor de lucru folosite, urmaté de detalierea rezultatelor obtinute in urma efectudrii acestui studiu.

Aceasta lucrare se constituie ca o incercare timida, din partea unui chirurg, de a aborda
si aspecte de cercetare, in acest vast domeniu al biologiei celulare si moleculare, cu implicatii
directe in tratamentul patologiei tumorale maligne esofagiene.



I. PARTE GENERALA
Capitolul I

DATE DE ANATOMIE ESOFAGIANA

Esofagul este un conduct muscular, lung de aproximativ 25 cm, care se extinde de la nivelul
faringelui pana la stomac, avand limita superioara la nivelul planului care trece prin marginea
inferioara a cartilajului cricoid si limita inferioara la jonctiunea esogastrica, la nivelul orificiului
cardia (4). Esofagul prezintd 3 portiuni: cervicala, toracala si abdominala.

Calibrul esofagului este inconstant cu un diametru mediu de 2 cm si prezinta trei stramtori
esofagiene care, desi nu sunt omologate in NA, au mare importanta practica:

a) superioard sau cricoidiand este situata in dreptul cartilajului omonim;

b) mijlocie sau bronhoaorticd la nivelul unde esofagul e incrucisat anterior de bronhia stan-
ga si arcul aortic;

c) inferioard sau diafragmaticd la trecerea prin hiatusul esofagian al diafragmei (1);



Capitolul 11

STRUCTURA ESOFAGULUI

Am mentionat mai sus cd esofagul are rolul de a face legatura si de a transporta alimentele
de la nivelul faringelui spre stomac, si este impartit, din punct de vedere topografic, in trei seg-
mente, fiecare avand particularitatile lui (6,9):

- Cervical, format din fibre musculare striate;

- Toracic, format din fibre musculare striate si netede. La acest nivel, sunt prezente urma-
toarele stramtori: cricoidiand, aorticd, bronsica si cardiacd;

- Abdominal, format din fibre musculare netede. Se intinde de la hiatusul esofagian pana
la cardia, inferior de aceasta gasindu-se stramtoarea diafragmatica sau inferioara, determinata
de tesutul conjunctiv si de contractia fibrelor musculare netede din stratul intern al tunicii mus-
culare a esofagului (5, 6, 9).

Peretele esofagian este format din (9):

A. Tunica mucoasa

- Mucoasa este captusita de un epiteliu pavimentos pluristratificat nekeratinizat si ii sunt
anexate glande esofagiene, ce secreta mucus (fard rol in digestia propriu-zisd), favorizand astfel
alunecarea bolului alimentar.

- In portiunea abdominald a esofagului, se observa zone tapetate de epiteliu de tip gastric,
unistratificat cilindric si chiar glande gastrice. Trecerea de la epiteliul plustratificat pavimentos
nekeratinizat la epiteliul de tip gastric se realizeaza brusc, fiind obiectivata de prezenta unei linii
dintate ce separd mucoasa esofagiana de culoare rosu, mai palid si mucoasa gastrica, rosu aprins
(5). Aceasta zond poate constitui punctul de plecare al unor metaplazii si neoplazii esofagiene
(adenocarcinoame).

Esofagul Barrett reprezinta metaplazia columnara a epiteliului esofagian la mai mult de
3 centimetri de linia Z, datoratd agresiunii prelungite a acidului clorhidric in urma refluxului
gastroesofagian. In functie de aspectul macroscopic, acesta poate fi de 3 tipuri: Barrett insular,
Barrett “in flacard” si Barrett circumferential. Din punct de vedere microscopic, metaplazia poa-
te fi cu epiteliu de tip intestinal (cu risc major de malignizare), de tip jonctional (aseménator
epiteliului din zona cardiei) sau fundic (asemanator epiteliului gastric) (5). Diagnosticul pozitiv
este obiectivat de prezenta celulelor caliciforme, ce au caractere morfologice de hibrid, intre
epiteliul scuamos si cel columnar (5).

Esofagul Barrett poate evolua spre adenocarcinom. Diagnosticul pozitiv poate fi dificil, de-
oarece displazia poate ocupa doar o suprafatd limitata din mucoasad, biopsia endoscopica ratand
zonele degenerate malign (5).

- La limita dintre mucoasa si submucoasa se afla musculara mucoasei, al cérei tonus deter-
mina plicaturarea longitudinald a mucoasei esofagiene.

B. Tunica submucoasa
- Laacest nivel, se gasesc tesutul conjunctiv lax, o bogata retea vasculara, plexurile auto-
nome submucoase (superficial Meissner si profund Henle), cat si partea secretorie a glandelor

esofagiene.
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C. Tunica musculara

Exceptand faptul ca in partea superioara musculatura este atat striatd, cat si neteda, in
partea inferioard aceasta tunica prezinta fibre musculare netede dispuse in 2 straturi: intern —
format din fibre musculare circulare si extern — format din fibre musculare longitudinale.

In neoplasmele musculare (sarcoame), afectarea predominanti a uneia dintre cele doui
tipuri de fibre duce la evolutii diferite: sarcoamele fibrelor longitudinale se extind in lungime si
au evolutie indelungata pana la aparitia disfagiei, spre deosebire de sarcoamele fibrelor circulare
care se insotesc de aparitia rapida a disfagiei (9).

Particularitatea acestei tunici este reprezentata de grosimea egald a celor doua straturi,
in comparatie cu restul tubului digestiv, unde stratul circular este mai gros. Acest fapt reflecta
adaptarea si specializarea pentru transportul de substante alimentare, care au suferit doar trans-
formadrile actului masticatiei.

Fibrele longitudinale, scurtandu-se prin contractii, largesc esofagul inaintea bolului ali-
mentar, care este impins de inelul de contractie, format de fibrele circulare de deasupra bolului.

Fibrele longitudinale au traiect descendent si helicoidal, incét in partea inferioard ajung in
stratul circular.

D. Tunica externa
Aceasta este reprezentata de peritoneu (anterior drept) si de tesut conjuctiv retroperitoneal
(posterior stang) (9).



Capitolul IIT

CANCERUL ESOFAGIAN

Introducere

Cancerul esofagian este o boala care necesitd o metoda rapida de diagnostic, in stadii in-
cipiente, si o strategie terapeuticd care sd asigure absenta recidivei, un nivel ridicat de confort
pentru pacient si o speranta de viata crescuta. Au fost descoperite numeroase gene cu rol in
dezvoltarea cancerului esofagian, dar mecanismele de actiune raman inca necunoscute. O serie
de gene noi au fost gasite si sunt candidate potentiale pentru determinarea prognosticului si a
strategiilor terapeutice. Un model tumoral esofagian este necesar deoarece ar ajuta alti cerceta-
tori sa-si canalizeze studiile pe genele de interes diagnostic cu posibilitatea de dezvoltare mai
rapida a unor mijloace terapeutice.

Cancerul este o maladie complexd care apare ca rezultat al cumulului progresiv de aberatii
genetice si modificari epigenetice care reusesc sa scape de sub controlul celular normal (13).
Celulele neoplazice pot avea numeroase aberatii genetice dobandite (aneuploidia, rearanjari
cromozomiale, amplificari, deletii, recombindri genice, si mutatii care duc la pierderea sau cés-
tigul unei functii). Studii recente (13) au scos in evidentd importanta alterdrilor epigenetice ale
anumitor gene care au drept rezultat inactivarea functiei lor in anumite tipuri de cancer. Aceste
aberatii conduc la o comportare anormala comuna tuturor celulelor neoplazice: crestere nere-
gulatd, lipsa inhibitiei de contact, instabilitate genomica si potential metastazant.

Analiza mutatiilor oncogenelor si a genelor supresoare de tumori pot demonstra o asociere
specifica intre aceste gene si tipul de tumord. Aceste gene pot fi alterate in timpul carcinogenezei
de catre diferite tipuri de mutatii cum ar fi mutatiile punctiforme, translocatiile cromozomale,
amplificarile genice sau deletiile. Mai mult, aceste gene pot fi analizate la diferite niveluri - ADN,
ARN sau proteine (13).

Celulele tumorale prezinta un numar de caracteristici prin care se diferentiaza fata de ce-
lulele normale:

a) Nu mai sunt dependente de factori de crestere precum celulele normale deoarece sunt
capabile sd secrete proprii factori de crestere care stimuleaza propria proliferare, un proces de-
numit stimulare autocrina, sau deoarece receptorii pentru factorii de crestere de la suprafata
sunt modificati in asa fel incat legarea factorilor de crestere nu mai este necesara pentru a stimu-
la proliferarea;

b) Celulele normale necesitd un spatiu in mediul extracelular pentru a putea creste acolo
unde celulele tumorale se ancoreaza independent;

c) Celulele normale raspund la prezenta altor celule, iar in culturd formeazd un monostrat
datoritd inhibitiei de contact, iar celulelor tumorale le lipseste acest aspect si deseori se dezvolta
una peste alta sau una sub alta;

d) Celulele tumorale sunt mai putin aderente fata de celulele normale;

e) Proliferarea celulelor normale stagneaza la atingerea unei anumite densitati, pe cand cea
a celulelor tumorale continua.



Epidemiologie si factori etiologici

Cancerul de esofag este un tip de malignitate gastrointestinala cu o instalare discreta si un
prognostic modest. Boala afecteaza predominant grupuri de vérsta inaintata, cu un varf de inci-
denta intre 60 si 70 de ani; se intalneste rar la copii sau adulti tineri. Incidenta este mai crescuta
la béarbati, cu un raport pe sexe de 4:1. Pand nu de mult, cel mai comun tip de cancer de esofag
din lume era carcinomul celular scuamos. Adenocarcinomul reprezenta mai putin de 15% din
totalul cancerelor de esofag. Alte tumori maligne ale esofagului, cum sunt sarcoamele, limfoa-
mele, melanoamele primare maligne si carcinomul cu celule mici, sunt foarte rare (14).

Incidenta

Incidenta cancerului de esofag diferd semnificativ in functie de regiunea geografica si de
rasa. Valorile acesteia pot varia si intre regiuni din aceeasi tara, fapt care demonstreaza rolul
important al factorilor de mediu sau care tin de alimentatie. Pe plan mondial, cea mai mare
incidentd a cancerului de esofag se observa in Lixan, China, cu peste 130 de cazuri la 100.000
de locuitori. Incidente crescute ale cancerului de esofag se regasesc si in regiuni din Iran, Rusia,
Columbia, si Africa de Sud. In emisfera vestica, incidenta este de aproximativ 5-10 cazuri la
100.000 de locuitori. In Statele Unite, numarul estimativ de cazuri noi de cancer de esofag pen-
tru anul 2000 a fost de 12.300, cu un numar de aproximativ 12.100 de morti (22).

In ultimele doud decenii, atat in Statele Unite cat si in Europa de Vest, au fost observa-
te modificari ale frecventei tipurilor de cancer esofagian. Astfel incidenta adenocarcinomului
de esofag a crescut, in special la pacientii de sex masculin, iar cea a carcinomului cu celule
scuamoase a ramas neschimbata sau chiar a scdzut usor. Panad la inceputul anilor 1990, cazurile
de adenocarcinom au depasit ca numar cazurile de carcinom cu celule scuamoase si au devenit
cel mai intalnit tip de cancer de esofag la barbati, reprezentand aproximativ 60% din cancerele
de esofag. Aceastd schimbare in epidemiologia cancerului de esofag implica un cumul de factori
care nu se pot explica intr-un mod simplist prin reclasificarea carcinomului gastric la nivelul
cardiei ca adenocarcinom de esofag sau prin justificarea cresterii numarului de cazuri de esofag
Barrett (40).

Etiologie

Cei mai importanti factori predispozanti ai cancerului de esofag in tarile dezvoltate, con-
form a numeroase studii, sunt fumatul si consumul de alcool.

In timp ce pentru carcinomul celulelor scuamoase cei mai importanti factori de risc sunt
consumul de alcool si de tutun, pentru adenocarcinom principalul factor de risc este reprezentat
de esofagul Barret. Esofagul Barrett, o leziune premaligna cunoscuta, este o consecinta a reflu-
xului gastroesofagian cronic (BRGE) in care epiteliul scuamos al esofagului distal este inlocuit
cu epiteliu columnar de tip intestinal (41).

In anumite regiuni de pe glob, numarul foarte mare de cazuri de cancer de esofag a fost
atribuit altor factori cum ar fi cei legati de mediu, precum si de dietd si nutritie. Acestea includ
ingestia de alimente fierbinti si de bauturi efervescente, de alimente conservate care contin ni-
trati, carenta de vitamine esentiale (caroten, riboflaving, vitamina C si E) si minerale (zinc si se-
leniu), ca de altfel si consumul dezechilibrat de fructe si vegetale. Virusul HPV este de asemenea
potential cauzator al carcinomului celulelor scuamoase la nivelul esofagului (12).



Carcinomul celu- | Fumatul excesiv

lar scuamos Consumul de alcool in cantitati mari

Antecedentelu familiale de cancer dezvoltat la nivelul capului sau gatului
Antecedentelu de radioterapie

Esofagitelu cronice (cele mai frecvente fiind in Asia si Africa)
Strictura cronica (ingestie de substante chimice si iradiere)

Tiloza (hiperkeratinizare palmara si plantara)

Sindromul Plummer-Vinson

Achalazia

Dieta/nutritia

Deficienta in caroten, vitamine C si E, riboflavind, selenium si zinc
Consumul scizut de fructe si legume

Consumul crescut de carne rosie si alimente cu nitrati

Consumul de bauturi fierbinti

Adenocarcino- | Esofagul Barrett si BRGE

mul Obezitatea

Fumatul

Consumul de alcool

Sclerodermia

Antecedentele familiale de cancer de colon

Medicatia: teofilind si B-agonisti (utilizare indelungata >5 ani)

Tabel 1. Factori de risc pentru aparitia cancerului de esofag.

Cancerul de colon si cancerul de san pot fi asociate cu un risc crescut pentru cancerul de
esofag. In fapt, cancerul de colon este asociat cu adenocarcinomul, in timp ce cancerul de san
este asociat atat cu adenocarcinom cat si cu carcinomul de tip scuamos al esofagului. Riscul
crescut de carcinom de tip scuamos in cancerul de san este mai mare la pacientii care au fost
supusi radioterapiei ca parte din tratament. Iradierea poate distruge mecanismele de aparare
genetice sau poate determina esofagitd cronica si ingustarea esofagului, ambele predispunand la
dezvoltarea carcinomul de tip scuamos (14).

Imbunititirea metodologiei actuale de diagnostic al cancerului esofagian, prin depistarea
precoce a leziunilor si tratamentul mini-invaziv individualizat, are drept rezultat final cresterea
supravietuirii si imbunatatirea calitatii vietii acestor pacienti prin reducerea morbiditatii si mor-
talitatii. Rezultatele studiilor vor permite identificarea unor gene cu valoare de markeri care vor
fi utile in conceperea unor noi scheme de tratament individualizat, in diagnosticul si urmarirea
efectelor terapiei aplicate, cat si monitorizarea progresiei tumorale.



Diagnosticul diferential al cancerului de esofag

Diagnosticul se realizeazd cu urmatoarele afectiuni:

a. Stenoze esofagiene benigne: boala de reflux gastro-esofagian, stenoza postcaustica, eso-
fagita postradicd. Anamneza impreuna cu tranzitul baritat stabilesc diagnosticul, confirmat prin
endoscopie cu biopsie.

b. Diverticul esofagian, diagnosticat prin tranzit baritat.

c. Achalazia, insotita de disfagie, intdi pentru alimente lichide si apoi pentru cele solide cu
scadere ponderald. Pentru stabilirea diagnosticului se vor face analize de laborator, examen cu
bariu, endoscopie pentru vizualizarea leziunii si prelevarea unor probe microscopice. De aseme-
nea, se va verifica presiunea de inchidere a cardiei si de propulsie a esofagului prin manometrie
esofagiana.

d. Prezenta unor compresiuni extrinseci: tumori mediastinale, adenopatii, chist hidatic
sau tumori pulmonare, gusa plonjanta, anevrism de aorta.
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Capitolul IV

TRATAMENTUL CHIRURGICAL AL CANCERULUI ESOFAGIAN

Tratamentul cancerului esofagian se realizeaza prin tratamentul chirurgical, chimio- si ra-
dioterapeutic.

Scopul interventiei chirurgicale oncologice pentru aceastd boala este rezectia tumorii pri-
mare si a ganglionilor limfatici de drenaj, reprezentand standardul de aur in tratamentul afecti-
unii.

Esofagectomia

Esofagectomia reprezinta principala atitudine terapeutica, fiind o interventie agresiva cu
riscuri importante. La bolnavii cu tumord rezecabila, fara semne de adenopatii loco-regionale,
metastaze sau contraindicatii (tarele cardiorespiratorii (17) si denutritia (18)), chirurgia este
prima optiune (19).

Alegerea tehnicii chirurgicale depinde de mai multi factori:

- localizarea anatomicad a leziunii, cea cervicala fiind grevata de dificultati tehnice si frec-
vent se practica interventii paliative, iar cele din 1/2 si 1/3 inferioard a esofagului pot beneficia
mai frecvent de interventii cu caracter curativ, cele localizate cervical sunt cancere extrem de
agresive datoritd bogdtiei retelei limfatice cervicale (20);

- extinderea loco-regionald si la distanta a leziunii, cu stadializarea leziunilor;

- procedeul chirurgical folosit pentru refacerea tranzitului, frecvent cu stomac, mai rar cu
colon, existand argumente pro si contra.

Abordarea transtoracicd corecta se poate realiza printr-o anastomoza in toracele superior
pentru tumorile mai mici, si GEJ (tehnica Ivor-Lewis), sau in gat pentru leziunile mai mari.
Abordarea transhiatald evita toracotomia si plaseaza mereu anastomoza in gat. Rezectia eso-
fagului distal si reconstructia pot fi deasemeni abordate via partea stdnga a pieptului sau prin
abordarea toracoabdominala (21).

Esofagectomia este o rezectie radicald cu indepértarea esofagului cu limite de 10 cm proxi-
mal si distal fata de tumora, ce include esofagul toracic, ductul toracic, vena azygos, pericardul
posterior si tesutul moale din mediastinul posterior.

Frecvent se foloseste stomacul pentru reconstructia esofagului. Este usor de mobilizat, are
vascularizatie excelentd, si in aproape toate cazurile ajunge la gat si baza limbii. Neo-esofagul
poate fi pozitionat transtoracic sau retrosternal. Daca stomacul nu poate fi utilizat datorita unei
gastrectomii precedente sau a unei tumori, se poate folosi colon pentru reconstructie. Se pot
folosi toate segmentele colonului, mai frecvent colonul stang sau drept, cu vascularizatiile lor.
Cu cele trei anastomoze necesare pentru refacerea continuitatii gastro-intestinale, morbiditatea
este mai mare, dar rezultatele functionale sunt excelente (23).

Pacientii cu boald metastaticd sau cu tumori in stadiu avansat sunt tratati cu intentie pali-
ativa. Paliatia ar trebui mai intai indreptatd spre ameliorarea disfagiei si obstructiei esofagiane.
Acest lucru poate fi realizat in mai multe moduri, inclusiv radiatii paliative, dilatarea endosco-
picd, stentarea endoscopica prin protezarea sub anestezie generala i.v. sau locala orofaringiana,
cu plasarea unei proteze din material plastic, compozit sau un stent metalic autoexpandabil, pe
ghidul unui fir metalic sub control radiologic, terapia cu laser endoscopicd, sau altd terapie pe
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baza de lumina (de exemplu, terapie fotodinamica). Cele mai eficiente sunt stenturile metalice
autoexpandabile, ele mentinandu-si pozitia odata cu trecerea timpului si cu cresterea in dimen-
siuni a tumorii, mentinand lumenul permeabil.

Protezele nu pot fi utilizate in cazul tumorilor localizate faringoesofagian, sau a celor de
la nivelul esofagului toracic dar care realizeaza stenoze multiangulare, sau in cazul tumorilor
esocardiale. Chimioterapia paliativd are doar un rol limitat in acest cadru si numai un impact
marginal asupra supravietuirii.

OBIECTIVELE STUDIULUI LUCRARII DE DOCTORAT

Obiectivul principal al studiului urmareste depistarea precoce a cancerului esofagian prin
metode actuale, prin acestea intelegdnd aportul modificarilor genetice in aceasta afectiune.

Desigur, acest lucru, este necesar deoarece sindromul esofagian si mai ales disfagia, sunt
relevate clinic tardiv, iar screening-ul pentru tumorile esofagiene nu se practica in tara noas-
tra. Acest lucru poate fi imbunatatit prin utilizarea pentru stabilirea diagnosticului pozitiv si
diferential, a unor markeri tumorali. De asemenea de o mare importantd prognostica este tipul
histopatologic, intrucat neoplasmele esofagului inferior sunt foarte adesea adenocarcinoame
fiind neresponsive la tratamente adjuvante, iar cancerele esofagului superior (de origine ecto-
dermicd), adesea epitelioame sau carcinoame scuamoase au prognostic mai bun, fiind bine re-
ceptive la tratamentul adjuvant.

In momentul actual, se efectueazi in intreaga lume investigatii moleculare in cancere, in
speranta codificdrii unor protocoale in tratamentele genice.

Studiul nostru se referd la markerii genetici ai cancerelor esofagiene.
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2. REZULTATE PERSONALE S$I DISCUTII

Capitolul V

ANALIZA DATELOR CLINICE GENERALE

Distributia pe grupe de varsta
Pacientii aflati in studiu au avut vérste cuprinse intre 42-77 de ani astfel:

2 intre 40 si 50 de ani
10 intre 50 si 60 de ani

intre 60 si 70 de ani
3 peste 70 de ani

Distributia in functie de sex
A existat o repartitie de 19 de cazuri de sex masculin si 4 de cazuri de sex feminin.

Mediul de provenienta
Existd o incidentd crescutd a cancerului esofagian la pacientii provenind din mediul urban
fata de cel rural: 17 din mediul urban si 6 din cel rural.

Factori de risc

Alcoolul si fumatul reprezinta factori de risc demonstrati in cresterea incidentei cancerului
de esofag, mai ales proximal. Alcoolul altereaza absorbtia folatilor reducand biodisponibilitatea
acestora, iar fumatul creste riscul de aparitie a cancerului de 2-3 ori in comparatie cu nefuma-
torii. Dintre cei 23 pacienti diagnosticati cu cancer esofagian, 19 pacienti sunt fumatori si 4
nefumatori. Dintre acestia 17 pacienti de sex masculin au fost fumatori si 2 paciente au fost fu-
madtoare, iar ca repartitie urban/rural, pacientii de sex masculin au fost 10 din mediul urban si 7
din mediul rural, iar cele 2 paciente fumatoare au fost din mediul urban. Repartitia pe grupe de
varstd a fumdtorilor este relativ egala, cu o usoara crestere la nivelul segmentului cuprins intre
60-70 de ani. Referitor la consumul de alcool, au fost intalniti 19 pacienti care au declarat consu-
mul de etanol, 17 fiind de sex masculin si 2 de sex feminin. In functie de mediul de provenienta,
din mediul urban au fost 8 barbati si 1 femeie, iar din mediul rural 9 barbati si 1 femeie.

Diagnosticul de cancer esofagian

Diagnosticul clinic de cancer esofagian se realizeazd prin prezenta sindromului esofagian,
in principal prin aparitia disfagiei progresive, initial pentru solide si apoi pentru lichide insotita
de scadere ponderald importanta si chiar de casexie in absenta tratamentului suportiv, perfuza-
bil sau montdrii unei gastrostome de alimentatie. Majoritatea pacientilor s-au prezentat tardiv la
medic cu disfagie, cel mai frecvent gradul 3 si 4, mai rar gradul 1 §i 2:

- Gradul 1 - 2 pacienti

- Gradul 2 - 4 pacienti

- Gradul 3 - 8 pacienti

- Gradul 4 - 9 pacienti
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Durerea esofagiand este prezenta sub forma de pirozis la 4 pacienti, odinofagia la 4 pacienti,
durerea retrosternala la 10 pacienti, iar cu alta localizare la 3 pacienti. De asemenea bolnavii au
prezentat regurgitatie, sialoree, hemoragie, precum si semne de impregnare neoplazicd (adeno-
patii, tuse iritativa cu sau fard raguseald, durere osoasa si scadere ponderald).

Localizarea tumorilor

Localizarea predilecta a cancerului esofagian pe lotul nostru este:
a) la nivelul treimii inferioare — 10 pacienti

b) la nivelul treimii medie — 8 pacienti

¢) la nivelul treimii superioara - 5 pacienti

Analiza tipului histopatologic

Din punct de vedere microscopic, cei 23 de pacienti din lot au prezentat urmatoarele tipuri
de cancere:

a. 17 carcinoame scuamoase, din care 9 carcinoame spinocelulare, 5 carcinoame cu celule
fuziforme si 3 de tip adenoid chistic;

b. 6 adenocarcinoame, din care 3 adenocarcinoame mucoase difuze, 2 adenocarcinoame in
”inel cu pecete” si 1 adenoscuamos.

Macroscopic, cele 17 carcinoame scuamoase au prezentat urmatoarele tipuri: 6 au fost
ulcero-vegetante, 4 ulcerate, 3 infiltrative (stenozante), 3 ulcero-infiltrative, 1 verucos.

Cele 6 adenocarncinoame au prezentat: 3 tipuri ulcerative, 2 tipuri polipoid-vegetante si 1
infiltrativ.

Distributia pe stadii TNM
Din analiza lotului pe stadii TNM, se constatd cd cei mai multi pacienti au fost diagnosticati
in stadiile IIT i I'V.

Stadiul TNM (lotul intreg) Nr. de cazuri 23 Procent %
Stadiul T (T1NOMO) 1 4%
Stadiul TTA (T2NOMO) 1 4%
Stadiul ITB (T1N1MO) 2 9%
Stadiul ITB (T2N1MO0) 2 9%
Stadiul ITA (T3NOMO) 2 9%
Stadiul IITIA (T3N1MO0) 3 13%
Stadiul ITIC (T4NOMO) 2 9%
Stadiul TTIC (T4N1MO) 3 13%
Stadiul IV (T4N1M1) 4 17%
Stadiul IV (T3NOM1) 3 13%

14



Capitolul VI

REZULTATE SI DISCUTII

Evidentierea modificarilor moleculare la nivelul activarii oncogenelor (studii de
imunofluorescenta)

Pentru realizarea acestei activitdti au fost desemnati doi markeri moleculari (oncogene):
HER?2 si EGFR, care au fost analizate in 5 probe de tesut tumoral si 5 de tesut normal de esofag
prin imunofluorescenta.

HER2/neu (cunoscuta si ca ErbB-2) este gena codificatoare pentru ,Human Epidermal
growth factor Receptor 2”. Este membra a familiei de proteine ErbB, fiind o tirozin-kinaza im-
plicata in cai de semnalizare pentru crestere celulara si diferentiere. Este o proto-oncogena loca-
lizatd pe bratul cromozomal lung 17 (17q21-q22). Cele mai multe studii sunt facute pe cancerul
de san (24).

Supra-expresia HER2 a fost raportata doar in 7.7% din carcinoamele de esofag si doar 1
din 6 cazuri de adecarcinom de esofag. Activarea Neu potenteaza motilitatea celulelor tumorale,
secreatia de proteaze, invazia si de asemenea moduleaza functia de checkpoint a ciclului celular.

In cazurile de cancer de esofag studiate este evidentiatd o supra-expresie a HER2 (fig.2),
comparativ cu probele de tesut normal provenite de la acelasi pacient (fig.1). In fig. 1-2 sunt pre-
zentate imagini de imunofluorescentd pe tesut esofagian provenite de la pacientul 5. HER2 are o
dispozitie perimembranara continua.

Figura 1. Imunofluorescenta pentru HER2/neu Figura 2. Imunofluorescenta pentru HER2/neu
in tesut normal de esofag. in cancer de esofag.

EGEFR (epidermal growth factor receptor) denumit si ErbB-1; HER1 la om este un receptor
de suprafatd, ficand parte din familia receptorilor factorilor de crestere epidermali (EGF-family)
care au ca liganzi proteinele extracelulare (36). Este strans corelat cu receptori tirozin-kinazici:
HER2/c-neu (ERB2), HER3(ERB3) si HER4 (ERB4). In cancer, gena EGFR prezintd mutatii care
afecteazd atat expresia cét si activitatea sa (37). EGFR este prezent pe suprafata celulelor si este
activat prin legarea la liganzi specifici, inclusiv factori de crestere epidermali si TGFa. Activarea
EGEFR presupune trecerea de la forma de monomer la cea de homodimer, iar prin ligarea altor
membri ai familiei ErbB, ca Erb2/Her2/neu, trece in forma de heterodimer. Dimerizarea EGFR
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stimuleazd activitatea intrinseca a protein tirozin kinazelor, care are ca rezultat autofosforilarea
catorva resturi de tirozina (Y) din domeniul C-terminal al EGFR. Printre acestea Y992, Y1045,
Y1068, Y1148 si Y1173. Aceasta autofosforilare determina activarea downstream si semnaliza-
rea altor proteine cu tirozine fosforilate (cu domeniul SH2 de legare al fosfotirozinei). Acestea
initiaza cascadele de semnalizare: MAPK, Akt si JNK, care conduc la sinteza ADN si proliferarea
celulard. Aceste proteine moduleazd migrarea, adeziunea si proliferarea celulara.

Mutatiile, amplificdrile si deregldrile de expresie a EGFR sau membrilor familiei din care
face parte sunt descrise ca implicati in 30% din totalitatea cancerelor epiteliale (25). Identificarea
EGEFR ca si oncogena a condus la dezvoltarea unor terapii anticancerigene tintite direct. Astfel,
au aparut Gefitinib (26) si Erlotinib pentru cancerul de plaman si Cetuximab pentru cancerul
de colon. Cetuximab si Panitumumab sunt utilizati ca inhibitori ai anticorpilor monoclonali.
Anticorpii monoclonali blocheazd domeniul de legare al liganzilor extracelulari, avand acest
situs blocat, moleculele semnal nu se mai pot atasa si nu mai pot activa tirozin kinazele.

Supraexprimarea EGFR este o modificare genetica frecventa in leziunile displazice prema-
ligne de esofag scuamos si de asemenea o modificare genetica care apare in stadiile timpurii in
celulele canceroase de esofag scuamos (27, 28).

Dispozitia perimembranara continud a proteinei EGFR si reactia pozitiva a tesutului tumoral
de esofag la tratamentul cu anticorp EGFR este evidentiata si in cazul pacientilor studiati (fig. 4).
In cazul tesuturilor normale de esofag reactia de imunofluorescenta a fost negativi (fig. 3).

Prin tehnica de imunofluorescentd se pot obtine informatii care pot permite aprecierea
continuitatii colordrii de-a lungul membranelor celulelor tumorale, dar si a numarului de celule
imunocolorate, care vor fi utile oncologului in tratamentul anti-EGFR.

Figura 3. Imunofluorescenta pentru EGFR in Figura 4. Imunofluorescenta pentru EGFR
tesut normal de esofag. in cazul unui bolnav cu cancer de esofag aflat in studiu

Evidentierea modificarilor moleculare la nivelul inactivarii genelor supresoare tumora-
le (studii de imunofluorescenta)

Pentru realizarea acestei activitatii au fost desemnati doi markeri moleculari (gene supre-
sor tumoral): APC si p53, care au fost analizate in cazurile de tesut tumoral si de tesut normal de
esofag prin imunofluorescentd.

Adenomatous polyposis coli (APC) denumita si deleted in polyposis 2.5 (DP2.5) este o
proteind codificata de gena APC, clasificata ca gend supresoare de tumori. Ea este implicatd in
prevenirea cresterii necontrolate a celulelor, dar si in diviziunea celulara: asigura numarul corect
de cromozomi din timpul diviziuni celulare. Activitatea beta-cateninei este controlata de APC
prin calea de semnalizare Wnt. Prin reglarea beta-cateninei se inhibd genele care stimuleaza
diviziunea celulara si previne invazia celulara (29).
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Polipozele familiale adenomatoase (FAP) sunt cauzate de mutatii in gena APC. Majoritatea
acestor mutatii conduc la producerea de proteind APC anormal de scurtd si nefunctionald. Pro-
teinele APC anormale nu pot suprima cresterea celulard continua, ceea ce va duce la formarea
polipilor, care pot deveni cancerosi.

In figura 5 este prezentata o imagine de imunoflurescenta facutd pe tesut de esofag normal
(la distanta de tumora) cu expresie proteica APC negativa, pe cdnd in figura 6 este prezentatd
o supra-expresie a APC in tesut tumoral. Ambele imagini sunt realizate pe tesut provenit de la
acelasi pacient diagnosticat cu cancer de esofag de tip scuamos.

Figura 5. Imunofluorescenta pentru APC in Figura 6. Imunofluorescenta pentru APC
tesut normal de esofag. in cancer de esofag.

Identificarea eventualelor modificari genetice la nivelul procesului de control al ciclului
celular (studii de imunfluorescenta)

Analiza mutatiilor de la nivelul genelor denumite ,,mitotic checkpoint” duce la pierderea
functiilor genelor. Mutatiile de la nivelul genei p53 sunt printre cele mai cunoscute leziuni gene-
tice descrise in cancer. P53 functioneazd in complex homotetrameric ca si factor de transcriptie
care induce expresia genicd si poate facilita oprirea ciclui celular, repararea ADN si apoptoza.

O singura proteind p53 mutanta din complexul tetrameric p53 anuleaza functia normala
a intregului complex. Mai mult, proteinele p53 mutante au un timp de injumatatire mai mare,
decat proteinele p53 sdlbatice (fard mutatie), aceasta avand implicatie directd in acumularea de
proteine p53 mutante in celuld si activitatea lui p53 normal va fi inhibata. Marirea concentratiei
intracelulare de p53 poate fi evidentiatd prin imunohistochimie. Numeroase studii de imuno-
histochimie evidentiazd ca mai mult de 50% din adenocarcinoamele esofagiene au o pronuntata
supra-expresie de p53 (38, 39).

Detectia supra-expresiei p53 in cazurile analizate prin imunofluorescenta (figura 8) este
corelatd cu gradul de proliferare si de diferentiere, prognosticul, si este sustinut prin numarul de
celule imunomarcate si prin intensitatea marcajului lor. In figura 7 este prezentata o imagine de
imunoflurescenta facuta pe tesut de esofag normal cu expresie proteicd p53 negativa.
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Figura 7. Imunofluorescenta pentru p53 Figura 8. Imunofluorescenta pentru p53
in tesut normal de esofag. in cancer de esofag.

Evaluarea capacititii apoptotice a celulelor din diferitele stadii ale tumorii esofagiene
(studii de imunofluorescenta)

Celulele normale se divid pastrand un echilibru intre proliferarea si distrugerea celulard,
ceea ce este important in mentinerea numarului constant de celule in tesut. O crestere a prolife-
rarii celulare si o scddere a apoptozei sau améandoud, produc o crestere necontrolata a numarului
de celule, rezultand formarea tumorii.

Apoptoza sau moartea celulard programata este un mecanism responsabil de pierderea
celulelor. Apoptoza este un mecanism prin care se indeparteaza celule imbatranite sau cele cu
defecte (care ar putea interfera cu functiile normale ale celulelor sau conduce spre proliferare
neoplazicd) si se repara ADN. Apoptoza poate fi detectata prin tehnici de imunohistochimie
care evidentiazd fragmentarea ADN. A fost evidentiata o crestere a ratei apoptozei cu o crestere
a severitatii modificarilor histologice in metaplazia/displazia intestinala si in carcinom, dar si in
gradul crescut de displazie Barrett si adenocarcinom (30, 31, 32).

Proto-oncogena bcl-2 codifica pentru o proteina care blocheaza apoptoza celulara. Expre-
sia Bcl-2 a fost gasitd crescutd in esofagitele de reflux, esofagul Barrett nondisplazic si displazie
de esofag Barett de grad scdzut, in procente de 70-100%. Expresia Bcl2 a fost gasitd scazuta, chiar
absentd in carcinoame (0-40%) si displazie de grad crescut (0-25%), (32,33). Aparent inhibarea
apoptozei prin supraexprimarea proteinei Bcl-2 se produce in stadiile timpurii de evolutie a dis-
plaziei Barrett spre carcinom, ceea ce are ca rezultat prelungirea ratei de supravietuire a celulelor
si promovarea progresiei neoplazice.

Cercetdrile realizate, de evidentiere a apoptozei, urmarind nivelului de expresie a Bcl2 nu
au evidentiat modificari ale expresie acestei proteine in tesutul tumoral de la pacienti cu cancer
de esofag prin comparatie cu tesutul lor normal (fig. 9-10). Putem stabili cd in cazurile de tumori
maligne esofagiene examinate, cu grade de diferentiere si stadii de invazie diferite, nu avem ex-
presie Bcl2, capacitatea apoptotica fiind sesizabild mai ales prin metode si tehnici post tratament
(de exemplu citostatic).
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Figura 9. Imunofluorescenta pentru Bcl-2 Figura 10. Imunofluorescenta pentru Bcl-2
in tesut normal de esofag. in cancer de esofag.

REZULTATELE OBTINUTE IN URMA
ANALIZEI DELETIILOR SI DUPLICATIILOR PRIN TEHNICA MLPA

Pentru a putea interpreta corect rezultatele unei analize de MLPA trebuie sd tinem cont de
mai multe aspecte. Practic analiza porneste de la profilul genetic neprelucrat rezultat in urma
migrarii si separarii produsilor de amplificare pe analizorul genetic ABI Prism 310. Prin prelu-
crarea acestuia cu ajutorul programului ,GeneMapper ID v3.1” se va obtine in final amprenta
geneticd a indivizilor.

O examinare mai riguroasd a profilelor obtinute se poate face intr-un Excel modificat, de-
numit Coffalyzer. Initial, inaltimile si ariile corespunzatoare tuturor peakurilor ale unei singure
ruldri, a unui singur pacient, rezultate in urma prelucrarii in programul GeneMapper ID v3.1,
sunt exportate intr-un document Excel si abia apoi introduse in programul Coffalyzer. Acest
program permite normalizarea fragmentelor separate prin MLPA si prezentat ca un raport al
numadrului de copii. Acest raport rezultd din impartirea ariei fiecirui peak la suma ariei tuturor
peakurilor unei probe analizate. Raportul relativ al ariei fiecarui peak este apoi comparat cu cel
obtinut pe probele de ADN control, provenite de la pacienti a caror gena BRCA2 nu a fost mo-
dificata.

De asemenea, in cadrul unui singur experiment este necesara rularea a cel putin 3 probe
de ADN control, deoarece programul Coftalyzer realizeaza si o statistica internd, care permite
uniformizarea mai buna a peakurilor control.

Raporturile obtinute in urma normalizdrii, cu valori in jur de 1 (0,8 - 1,2) sunt considerate
normale, fara modificari de tipul deletiilor sau duplicatiilor. Sunt considerate deletii atunci cand
rapoartele sunt mai mici sau egale cu 0,5, si respectiv duplicatii, atunci cand rapoartele sunt mai
mari sau egale cu 1,5. Mai mult chiar, pentru deletie se accepta chiar si valoarea de 0,6 - 0,7, iar
pentru duplicatie cea de 1,4 - 1,3, ceea ce este in acord si cu procentul de pierdere de 35 — 40%.

Au fost investigati zece pacienti prin tehnica MLPA, pentru evidentierea unor posibile
corelatii intre mutatiile cromozomiale existente la nivelul genei BRCA2 (deletii sau amplificari)
si cancerul de esofag.

Analiza rezultatelor MLPA porneste de la profilul genetic neprelucrat rezultat in urma mi-
grarii si separarii produsilor de amplificare pe analizorul genetic ABI Prism 310. Prin prelucra-
rea acestuia cu ajutorul programului ,,GeneMapper ID v3.1” se obtine in final amprenta genetica
a indivizilor (Figura 2).
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Figura 2. Cromatogramele MLPA in cazul unor probe luate drept control pentru gena investigatd BRCA2.

Pentru normalizarea rezultatelor au fost folosite zece probe control. In tabelul 4 este pre-
zentat profilul genetic al genei BRCA2 in cazul fiecarui pacient.

Toti cei zece pacienti au prezentat cel putin o modificare de tip deletie sau amplificare la
nivelul genei BRCA2. Se remarcd o posibila corelatie intre existenta unor deletii la nivelul exoni-
lor 4 si 5 si cancerul de esofag, aceasta modificare aparand la toti cei zece pacienti studiati. Alte
deletii posibil corelate cu dezvoltarea cancerului de esofag au fost evidentiate la nivelul exonilor
23,24 si 27A in cazul a sase din cei zece pacienti investigati. Amplificari care ar putea fi corelate
cu prezenta cancerului de esofag se intalnesc la nivelul exonilor 8 si 10 la sase din cei zece paci-
enti analizati.
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ANALIZA MUTATIILOR IDENTIFICATE
IN GENA P53 LA PACIENTI CU CANCER DE ESOFAG

Identificarea polimorfismelor la nivelul genei p53 pentru cazurile de cancer de esofag stu-
diate s-au realizat prin reactii PCR cu seturile de primeri desemnati. Testele au fost efectuate
pe probe de tesut tumoral, iar rezultatele au fost ulterior verificate prin electroforezd in gel de
agaroza 1.7%, obtinandu-se profile electroforetice.

Pacient | Stagiu tumoral Polimorfisme Aminoacid modificat
6 Ila codon 213 CGA » CGG Arg > Arg
7 Ib codon 175 CGC > CAC Arg > His
intron 7
8 I + 18437, T/C =
+18457, T/G
11 v codon 220 TAT > TGT Tyr > Cys

Tabel 2. Mutatii in gena p53 identificate la pacienti cu cancer de esofag cu diferite stagii tumorale.

Produsii PCR purificati au fost secventiati cu analizorul genetic ABI 3130 (Applied Byo-
sistems), obtinandu-se secvente atat din probe de tesut tumoral, cat si din sdnge. Au fost identi-
ficate numeroase polimorfisme nucleotidice astfel cd din zece pacienti analizati, patru (40%) au
prezentat polimorfisme in gena p53.

In exonul 5 a fost observat un polimorfism in pacientul 7 ce corespunde unei mutatii
missense punctiforme heterozigote localizata in codonul 175 (CGC » CAC). Codonul normal
codifica pentru arginina, codonul modificat codifica pentru histidina. Ambii aminoacizi sunt
aminoacizi polari, mutatia neafectand polaritatea proteinei.

In exonul 6 au fost identificate doud mutatii punctiforme heterozigote:

a) una silentioasa in codonul 213 CGA > CGG, mutatia fiind gasitd atat in proba tumorala
cat si in sangele pacientului 6, si aminoacidul codificat de ambii codoni este arginina;

b) o mutatie missense in codonul 220 TAT - TGT, in proba de tesut tumoral de la pacien-
tul 11, codonul TAT codificd pentru tirozina, iar codonul TGT pentru cisteina. Cisteina si tiro-
zina sunt aminoacizi neutri, dar cisteina fiind un aminoacid slab polarizat, in timp ce tirozina nu
este, poate influenta polaritatea proteinei. Alte doua polimorfisme sunt evidentiate la intronul 7
al genei in pozitiile +18437, T/C si +18457, T/G, la pacientul 8.

Corelarea datelor genetice cu datele clinice ale pacientilor duc la concluzia cd modificarile
din gena p53 apar in stadii incipiente ale cancerului de esofag (I-II). In stadiile mai avansate de
cancer se pot asocia si modificiri de polaritate ale proteinei, care pot conduce la schimbari de
conformatie proteica cu alterarea capacitatii acesteia de raspuns la nivelul tumoral (tabel 2).

Mutatiile din gena p53 (polimorfisme, deletii) sunt printre cele mai comune modificari
genetice descoperite in cancerele umane. Mai mult de 85% dintre mutatiile p53 descoperite in
cancer sunt mutatii missense. In cazul anumitor tipuri de cancer acest tip de mutatii sunt asoci-
ate cu stadiile tumorale avansate si cu rata scazuta de supravietuire (34, 35). Mutatiile missense
produse in vivo pot conduce la substituiri de un singur aminoacid, care poate avea ca rezultat
schimbdri in conformatia proteinei p53. Consecinta acestor modificari poate fi contributia la
progresia tumorald si a prognosticului nefavorabil al maladiei (35). 21



DISCUTII

Este foarte greu sa descoperim un cancer in faza preclinica, majoritatea fiind descoperite
tardiv odata cu aparitia clinicd a disfagiei si imagistic a tumorilor (de obicei endoscopic si prin
CT).

Stadiul tumorii este frecvent avansat (III, si mai des IV), bolnavii ajungand tarziu sa fie
consultati si investigati (educatie sanitara precara, relatie pacient-medic de familie necorespun-
zatoare, continuarea tratamentului pentru reflux gastro-esofagian fard efectuarea unei endo-
scopii digestive care ar stabili diagnosticul de cancer esofagian). In faza infraclinica cu semne
minore clinice sau chiar in absenta semnelor imagistice, investigatiile moleculare sunt extrem
de folositoare, pentru ca descopera lotul de bolnavi ce prezinta modificdri genetice ce pot duce
la aparitia neoplaziilor esofagiene (la fel femeile cu neoplasm de san sunt candidate sa faca si
la sanul contralateral). Aceste probe genetice, avand o acuratete foarte mare, sunt considerate
semnificative si fidele pentru cancerul esofagian, deci in teritoriul incertitudinilor diagnosticarii
rapide a cancerului esofagian, in teritoriul ,,border-line”, examinarea geneticd este hotaratoare.

Avantajul major al investigatiilor moleculare duce la interventii chirurgicale in faza de
securitate oncologica. Cancerul esofagian prin pozitia acestui organ in trei teritorii (gat, torace
si abdomen) prezinta o propagare limfaticad in toate aceste teritorii si devine rapid inoperabil
deoarece metastazele ganglionare si invaziile locale se produc intr-un teritoriu neoperabil (greu
abordabil), mediastinul.

Cea de-a doua importanta majord a investigatiilor moleculare o reprezinta realizarea tra-
tamentului individual al neoplaziilor. Tratamentul clasic presupune realizarea lui in functie de
organul afectat si tipul histo-patologic al cancerului. In functie de acesti parametri existd proto-
coale standardizate permanent actualizate de tratament chimio si radioterapeutic.
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Capitolul VII

CONCLUZII

1. Cancerul este o maladie complexa care apare ca rezultat al acumularii progresive de
aberatii genetice si modificari epigenetice care reusesc sa scape de sub controlul celular normal.
De asemenea, factorii de mediu joaca un rol important, aproximativ 60-90% dintre cancere se
cred a fi cauzate de acestia. Celulele neoplazice pot avea numeroase aberatii genetice dobandite
(aneuploidia, rearanjari cromozomiale, amplificdri, deletii, recombinari genice, si mutatii care
duc la pierderea sau castigul unei functii). Aberatiile conduc la o comportare anormald comuna
tuturor celulelor neoplazice: crestere neregulata, lipsa inhibitiei de contact, instabilitate genomi-
cd si probabilitatea de metastaza.

2. In mai multe tipuri de cancer, biomarkerii au imbunititit capacitatea noastri de dia-
gnostic, prognostic, tratament si predictie. In general, un biomarker adecvat ar trebui sa fie util
in definirea si identificarea riscurilor in primele stadii ale carcinogenezei. In plus, biomarkerii
pot fi analizati intr-un mod non-invaziv si economic si, prin urmare, este de mare valoare s
investim in cautarea mai multor biomarkeri prin aparitia unor noi discipline, genomica si pro-
teomica. Astfel se pot studia toate genele de la nivelul unei celule sau a unui organism si se pot
analiza o serie de proteine.

3. Din analiza parametrilor clinici putem concluziona: incidenta crescuta la sexul mascu-
lin a cancerului esofagian, cu maximul in decada 50-60 de ani, fumatul si alcoolul reprezentand
factorii de risc cei mai importanti (mai ales in cazul asocierii lor). Mediul de provenienta urban
si localizarea in treimea inferioara sunt preponderente. Adenocarcinomul este mai des intalnit
in raport cu carcinomul scuamos si este frecvent localizat in jumaitatea inferioard a esofagului,
in timp ce carcinomul scuamos este mai frecvent in cea superioard. Pacientii s-au prezentat in
procent mare in stadiile III si IV, mai rar in stadiul II si foarte rar in stadiul I.

4. Chirurgia esofagului prezinta dificultati tehnico-tactice deosebite, comparativ cu alte
organe, datoritd pozitiei sale greu accesibila si a raporturilor cu organe vitale precum si din ca-
uza necesitatii mobilizarii viscerelor abdominale pentru reconstructia lui, esofagectomia cu sau
fard limfadenectomie asociata cu chimioradioterapia fiind solutia terapeuticd optima. (15)

5. Alegerea tehnicii chirurgicale depinde de mai multi factori, localizarea anatomica a lezi-
unii, cea cervicald fiind grevata de dificultati tehnice si frecvent se practica interventii paliative
iar cele din jumatatea si treimea inferioard a esofagului pot beneficia mai frecvent de interventii
cu caracter curativ, extinderea loco-regionala si la distantd a leziunii, procedeul chirurgical folo-
sit pentru refacerea tranzitului, frecvent cu stomac, mai rar cu colon, existand argumente pro si
contra si nu in ultimul rand de contraindicatii (tarele cardiorespiratorii si denutritia) (16).

6. Pe baza datelor din literatura de specialitate au fost selectati urmatorii markeri molecu-
lari pentru analizele de imunofluorescenta:

« EGEFR si HER2/neu ca oncogene;

» P53 si APC ca gene supresoare tumorale;

» P53 este o gena al cirui produs proteic este implicat in procesul de control al ciclului
celular si a fost foarte utild pentru identificarea modificarilor genetice la nivelul ciclului celular;

o Bcl2 a fost desemnatd pentru evaluarea capacitatii apoptotice a celulelor din diferitele
stadii ale tumorii esofagiene.
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7. In cazurile de cancer de esofag de tip scuamos studiate este evidentiatd o supra-expresie
a EGFR si HER2, comparativ cu probele de tesut normal.

8. Pacientii la care s-a detectat supra-expresia acestor tipuri de oncogene pot fi potentiali
candidati pentru tratament citostatic cu tinte moleculare (ex. medicamente anti-EGFR).

9. Supra-expresia p53 detectata in cazurile analizate prin imunofluorescenta poate fi core-
lata cu prognosticul, gradul de diferentiere, gradul de proliferare si se sustine prin numarul de
celule imunomarcate si prin intensitatea marcajului.

10. Putem concluziona cd pentru cazurile de tumori maligne esofagiene luate in studiu
si care aveau grade de diferentiere si stadii de invazie diferite, nu avem expresie Bcl2, deoarece
dupa instalarea starii de malignitate celulele dobandesc mecanisme de evitare a apoptozei.

11. Metodele de evaluarea imunofluorescentei expresiei genice pot fi utile in stabilirea i/
sau confirmarea diagnosticului tumorilor prezente la nivelul tractului gastrointestinal si in ace-
lasi timp pot fi folosite si pentru selectarea si orientarea strategiilor terapeutice adecvate.

12. S-a aplicat tehnica MLPA pentru investigarea unor posibile corelatii intre gena de inte-
res selectionata anterior, BRCA2 si prezenta cancerului de esofag.

13. In urma investigatiilor au fost descoperite anumite regiuni apartinand acestor gene
care ar putea fi corelate cu cancerul de esofag.

14. Este vorba despre existenta unor deletii la nivelul exonilor 4 si 5 apartinand genei
BRCA2 intélnite la toti cei zece pacienti investigati pentru aceasta gena, a unor deletii la nivelul
exonilor 23, 24 si 27A, intalnite la sase din cei zece pacienti investigati si a unor amplificari la
nivelul exonilor 8 si 10 la sae pacienti.

15. Mutatiile din gena p53 (polimorfisme, deletii) sunt printre cele mai comune modificari
genetice descoperite in cancerele umane.

16. Mutatiile missense produse in vivo pot conduce la substituiri de un singur aminoacid,
care poate avea ca rezultat schimbari in conformatia proteinei p53, dacd aminoacidul substituit
este inlocuit de unul cu o altfel de incarcare electrica.

17. La pacientii analizati au fost identificate mutatii punctiforme in exonul 5, codonul 175,
in exonul 6 codonii 213 si 220 si in intronul 7 in pozitiile +18437, T/C si +18457, T/G.
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