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Datele statistice din ultimii ani pun in evidenta o crestere a numaruiuw
de imbolndviri prin cancer de ovar. Alegerea unui ratament adecvat pare
in vitro fatd de agentii citostatici in 40-80% a cazurilor, iar a rezistentei in
90-100%.

Date bibliogratice legate de aplicarea oncobiograme::

Folosirea celulelor tumorale primare pentru testarea suostantelor
antineoplazice a fost raportati prima data de Hirschberg (8), apoi de Biesele
(citat de Tanneberger).

Cercetarile complexe in acest domeniu sunt legate de numele lu:
Eagle si Foley (5).

Aprecierea efectului citostatic al unei substanie poate fi studiat prin:

- urmiri-ea modificarilor morfologice ale celulelor;

- determinarea numarului de celule vii inainte §i dupa tratare cu
citostatice;

- determinarea zonei de inhibitie a cresterii cultunlor de organe in
prezenta citostaticului;

- urmdrirea modificirilor biochimice (modifican de pH, determinarea
activititii fosfatazei acide etc.);

- inhibarea incorpordrii timidinei si uridinei tritiate;

- test de formare a coloniilor - Soft Agar Culonia Assay:

- test de heterorransplantare - Subrenal Capsel Asscv.

Dupd Sanfilippo (12) pentru  tuaierea efectuiui  substantelor
chimioterapice ar hi trei metode:

- studierea metabolismului celular.

- urmdrirea viabilitatii celulelor,

- capacitatea celulelor de a forma colonn pe geloza.

Autorul este de parere ca predictia rezistentei este in generai corecta.
insd precizarea sensibilitatii celulelor tumorale nu totdeauna corespunde
observatiilor clinice.

Baker i colab. (3) au introdus o metoda noua de cultivare a celulelor
tumorale - Adhesive Tumour Cell Culture System (ATCCS). Metoda
ATCCS faciliteaza cultivarea celulelor tumorale. Acestea in vitro pot adera
foarte greu la suprafata recipientului, fenomen care franeaza multiplicarea
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celulelor. Dupd observatiile autorilor tumorile solide au putut fi cultivate in
70% a cazurilor prin metoda lor.

Hernaddi si colab. (7) raporteazt folosirea metodei tui Salmon si
Hamburger (11) pentru testarea sensibilititii celulelor tumorale fath de
ciclofosfamida, adicid melfalan, platidian, adriblastin. Celulele din asciti au
fost trecute printr-un filtru sintetic, iar fragmenicle tumorale au fost
secponate §i apoi filtrate obtindndu-se celule izolate. Determinarea
viabilnatii celulelor s-a ficut cu colorantul albastru tripan. Incubarea cu
citostatice s-a efectuat timp de o ord la 37°C, iar apoi spélarea se face cu
solutia Hanks. Din fiecare lot 1 ml a fost agezat pe suprafata mediului
McCoy cu 5% gelozi (3-5:105 celule/ml). Incubarea s-a efectuat in prezenta
de CO, 5% la 37°C. Examinarea culturilor s-a ficut in ziua 8 8-a §i a 16-a
urmarind aparitia microcoloniilor. fn cazul in care fati de martor sciderea
formarii coloniilor a fost sub 33% celulele au fost rezistente, iar dacl
aceasta scadere a fost peste 33% respectiv 66% celulele au fost considerate
ca fiind sensibile fafa de citostaticul testat.

Metoda similaré este folositd de Aapro §i colab. (1) pentru studierea
tumorilor ovariene.

Pe baza unor observatii de peste doui decenii Nissen (10) si
Tanneberger trec in revistd metodele aplicate pentru testarea sensibilititii
tumorilor fata de citostatice.

Materia! 5i metodda

Am studiat sensibilitatea in vitro in 15 cazuri de tumori ovarenc
thistopatologic adenocarcinoame), prin efectuarea oncobiogramei pe culturi
de celuie tumorale, obtinute prin tripsinizarea fragmentelor tumorale sau din
hichidul ascitic. Pana la prelucrare fragmentele tumorale au fost finute in
solutia Hanks. Dupa tripsinizare a fost controlatd viabilitatea celulelor cu
albastru de tripan 1%. Pentru cultivarea celulelor am folosit mediul M199
(Institutul Cantacuzino) cu ser de vitel 10% si antibiotice (penicilini
10U/ml, streptomicini SOug/ml). in experiente au fost folosite urmatoarsle
citostatice:  ftorafur, platidiam, adriblastin, vincristin, vinblastin,
farmorubicin, bleomycin, in concentratii apropiate de cele realizate in vivo.
Dupa incubare timp de 24 de ore la 379C s-a controlat multiplicarea
celulelor cu ajutorul microscopului invers. Celulele rezistente la un anumit
citostatic isi pistreazi viabilitatea, forménd frecvent microcolonii, cele
sensibile nu se multiplicd. Dupa 48 de ore se verifick viabilitatea celuleior
cu albastru de tripan. Se numird celulele care absorb colorantul dintr-o
populafie de 100 de celule §i se stabileste raportul dintre celulele vii
(incolore) si moarte {colorate albastru). Se fac frotiuri colorate Giemsa in
vederea studierii modificerilor morfologice, comparativ cu celulele din

71



recipientul martor, fira citostatice. Modificarile apar la nivelul membranei
citoplasmatice, care devine fragmentati §i apare o colorajie inegali la
nivelul citoplasmei §i al nucleului. Dimensiunea celulelor este mai redusa
faga de celulele martor. In interiorul celulei apar frecvent granulatii
compacte §i vacuolizare pronuntatd. Cand modificirile morfologice nu au
fost apreciabile, si nici coloratia vitald nu ne-a furnizat date apreciabile. din
sedimentul celulelor spdlate cu SST am efecutat studierea activititii
dehidrazice prin adiugarca de albastru de metilen 1% la celulele tumorale
(0,05 ml la 10 ml SST + celulele de testat). Dupa agitarea suspensiei se
toarna parafina topitd deasupra, sistemul se mentine la 37°C timp de o ora.
Celulele vii martor §i cele rezistente la citostatice reduc albastrul de metilen.

Rezultate 5i concluzii

Sensibilitatea celulelor fati de citostaticele folosite a fost varata. Nu
am constatat nici un caz de rezistent? la adriblastin gi farmorubicin.

Testele de determinare a viabilitdfii celulelor supuse actiunii
citostaticelor, inainte §i dupa tratament, nu pot inlocui dar pot completa
determinirile morfologice.

Urmdrirea activititii dehidrazice a celulelor tumorale tratate cu citostatice
este recomandatd in cazul in care celulele tripsinizate nu adera la suprafata
recipientului §i din acest motiv nu poate fi determinati multplicarea lor.

Numirul mic de cazuri nu permite tragerea unor concluzii apreciabile.
dar evidenfiazA oportunitatea efectuirii oncobiogramet in fiecare caz. in
scopul aplicani unei terapii individualizate.
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STUDIES ON THE SENSITIVITY OF THE OVARIAN TUMOURS TO
CYTOSTATIC DRUGS IN VITRO

Lilla Lorinczi
The sensitivity of 15 ovarian tumours (histopatologicaily confirmed as
adenocarcinomas) was scrutinized in vitro by making oncobiograms on tumour cell
cultures as obtained by trypsine dissociation of fragments of tumoral tissue or from
ascites liquid.
The tissues exhibited different sensitivity to various cytostatic drugs.

The tests employed for monitoring the viability of the tumour cells can be
used to accomplish morphological analyses, but not to replace them.
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