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Inventia se refera la medicind, in special la
oncologie si poate fi utilizatd pentru diagnosticul
neinvaziv precoce s§i pentru confirmarea diagnos-
ticului de cancer endometrial.

Esenta inventiei constd In determinarea con-
centratiei de ARN mesager al triptofanhidroxilazei-1
in tesuturile endometrial si miometrial, si In cazul
cand in tesutul endometrial concentratia este de
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2
2...100 ori mai mare, se stabileste diagnosticul de
cancer endometrial.

Rezultatul inventiei constd in posibilitatea
diagnosticarii precoce diferentiate a cancerului endo-
metrial pentru stabilirea metodei eficiente de trata-
ment pre- si postoperator.
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Descriere:

Inventia se refera la medicind, in special la oncologie si poate fi utilizatd pentru diagnosticul
neinvaziv precoce, precum si pentru confirmarea diagnosticului de cancer endometrial.

Factori de pronostic deja bine stabiliti ai cancerului endometrial sunt gradul histologic, adancimea
invaziei miometriale s§i raspandirea extrauterind, inclusiv metastazele in nodulii limfatici retro-
peritoneali (Morrow C. P., Bundy B. N., Kurman R. J., Creasman W. T., Heller P., Homesley H. D.,
Graham J. E. Relationship between surgical-pathological risk factors and outcome in clinical stage |
and II carcinoma of the endometrium. Gynecol. Oncol., Ne 40, 1991, p. 55-65). Federatia
Internationala de Ginecologie si Obstetrica (FIGO) ofera un sistem de stadializare chirurgicald care se
reflectd asupra evolutiei si pronosticului cancerului endometrial (Creasman W. T. New gynecologic
cancer staging. Obstet. Gynecol., Ne 75, 1990, p. 287-288). Stadializarea morfopatologica si
chirurgicala a pacientelor este recomandatd pentru a determina o metodd de tratament adecvata
fiecarei paciente individual, deoarece acesti factori de pronostic nu pot fi cercetati preoperator.
Oricum, unele paciente sunt supuse unei stadializari incomplete din cauza obezitatii, varstei, ori altor
probleme medicale (Calais G., Descamps P., Vitu L., Body G., Lansac J., Bougnoux P., Le Floch O.
Is lymphadenectomy useful in the treatment of endometrial carcinoma. Gynecol. Oncol., Ne 38, 1990,
p. 71-75). Iatd de ce, identificarea preoperatorie a pacientelor ce prezinta un risc majorat pentru un
pronostic nefavorabil poate fi utild in luarea deciziei privitor la manopera chirurgicala si tratamentul
adjuvant postoperator. in acest sens, cercetarile recente subliniaz importanta diferitilor factori in
pronosticul evolutiei tumorii, atribuindu-le rolul de markeri tumorali. O atentie deosebitd se acorda
astazi angiogenezei, sustindndu-se ca formarea vaselor noi de sange este imperial necesara cresterii si
raspandirii metastatice a tumorilor solide (O’Reilly M. S., Boehm T., Shing Y., Fukai N., VaSios G.,
Lane W. S., Flynn E., Birkhead J. R., Olsen B. R., Folkman J. Endostatin: an endogenous inhibitor of
angiogenesis and tumor growth. Cell, Ne 88, 1997, p. 277-285).

S-a constatat ca factorul endotelial vascular de crestere (VEGF) si receptorii sai sunt abundent
exprimati in citoplasma celulelor endoteliale si celulelor tumorale din cadrul carcinomului
endometrial, iar nivelurile proteinei VEGF in celulele tumorale de gradul II si III de diferentiere au
fost mai inalte decat in tumorile de gradul I sau endometrul normal menopausal. In concluzie, VEGF
contribuie la neovascularizarea tumorii si este unul din factorii relatati ai cresterii tumorale rapide a
cancerului endometrial [1].

Dezavantajul consta in aceea cd VEGF este exprimat si in procesele patologice neoncologice
(inflamatia, proliferatia).

Dezavantajele factorilor utilizati pentru diagnostic constau in aceea ca sunt utilizate metode
invazive pentru stabilirea diagnosticului care sunt utile indeosebi la stadii avansate ale proceselor
canceromatoase.

Sunt cunoscuti markeri tumorali, care sunt stabiliti In tesuturile afectate.

Sialyl SSEA-1 antigen (SLX) este considerat ca marker tumoral compus din lanturi carbohidrate
care sunt rar detectate in tesuturile normale, dar care este prezent in cancerul ovarian (72%),
endometriosis (75%), adenocarcinomul endometrial (33%) si tesuturile fetale [2].

Markerul cel mai frecvent depistat in cancerul endometrial este CA125. Rezultatele combinate a 5
studii separate au stabilit ca indicii CA125 au fost mariti la 32% paciente cu cancer endometrial.
Indicii CA125 cresc proportional cu stadiul cancerului. La pacientele cu stadiul I si II acesti indici
sunt mariti la 22%, cu III si IV la 82%. Totusi, CA125 nu este specific pentru adenocarcinomul
endometrial, deoarece se intdlneste si in endometrioze, alte procese inflamatorii ale organelor
reproductive, cancerul ovarian, etc. [3].

Un alt marker este P-53, supraexpresia caruia s-a stabilit a fi un factor semnificativ in
supravietuirea pacientelor. La pacientele cu cancer endometrial papilar seros se determind in 71,4%
cazuri, iar cancerul endometrial de tip endometrioid doar in 38,1%. Alteratia genei p-53 nu este
specifica numai pentru cancerul endometrial [4].

Dezavantajele markerilor cunoscuti constau in aceea ca ei nu sunt specifici indeosebi pentru
cancerul endometrial si utilizarea lor deseori duce la stabilirea incorectd a genezei tumorii sau a
diagnosticului si a conduitei tratamentului.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in elaborarea unei metode de diagnostic precoce
pentru cancerul endometrial, precum si pentru confirmarea lui, ceea ce ofera posibilitatea de stabilire
a metodei optimale pentru tratamentul adjuvant pre- si postoperator, indicarea tratamentului hormonal
la pacientele cu cancer uterin si stabilirea markerului, care este mult mai specific pentru pronosticul
evolutiei maladiei.
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Esenta inventiei consta in determinarea concentratiei de ARN mesager al triptofanhidroxilazei-1
in tesuturile endometrial si miometrial, si In cazul cand in tesutul endometrial concentratia este de
2...100 ori mai mare, se stabileste diagnosticul de cancer endometrial.

Rezultatul inventiei constd in aceea cd se efectueazd un diagnostic precoce pentru cancerul
endometrial, precum si pentru confirmarea lui, ceea ce da posibilitate de stabilire a metodei optimale
pentru tratamentul adjuvant pre- si postoperator, indicare a tratamentului hormonal la pacientele cu
cancer uterin §i stabilire a markerului, care este mult mai specific pentru pronosticul evolutiei
maladiei.

Evolutia ascendentda a problemei proceselor hiperplastice si cancerului endometrial solicitd o
atentie deosebita din partea mai multor specialisti: morfologi, oncologi, ginecologi, endocrinologi etc.
in urma cercetirilor complexe a fost stabilitd teoria celor doud variante patogenetice ale dezvoltirii
proceselor hiperplastice si cancerului endometrial (Bohman,1985). Prima variantd (hormonal-
dependentd) cu incidenta de 81% (Sofroni,1996) este caracterizatd print-un grad nalt de dereglari
endocrine si metabolice, iar pentru cea de-a doua (autonoma) aceste dereglari sunt mai putin
exprimate sau lipsesc.

Investigatiile legate de sistemul endocrin difuz la nivel uterin au pus in evidentd o legatura
specificad dintre morfologia si patogeneza hiperplaziei atipice si a cancerului endometrial. Celulele
endocrine se depisteaza la 18,6...25,6% paciente cu cancer endometrial. S-a constatat ca apudocitele
secretd amine biogene si hormoni polipeptidici, care influenteazd metabolismul bazal si apoptoza
celulara. Endometriul normal contine o cantitate infima de apudocite (5,4 in 10 campuri de vedere x
280), iar cel atrofic este lipsit de celule endocrine. Incidenta depistérii apudocitelor creste odatd cu
gradul de hiperplazie a endometrului. Pe baza metodei argirofile (Grimelius) s-a vazut ca cantitatea
medie de apudocite in hiperplazia glandulara atipica constituie 24,6 celule (in 10 campuri de vedere x
280), iar in caz de cancer endometrial numirul lor se ridica la 105,3. In functie de originea procesului
difera si frecventa depistdrii celulelor argirofile. Asadar, in hiperplazia glandulara a endometriului
apudocitele se depisteazi la 18,3% paciente, iar in hiperplazia endometriald atipici la 25,5%. in
adenocarcinomul cu grad inalt de diferentiere incidenta depistarii apudocitelor se ridica la 47,7%, iar
in cancerul endometrial moderat diferentiat scade la 15%. Anicicov N.M. (1992) sustine ca, daca
numarul apudocitelor este mai mare de 20% din toate celulele parenchimatoase, indicele mitotic al
celulei este mic, productia de serotonind si de alti hormoni este marcata, iar incidenta dereglarilor
endocrine este 1naltd, atunci pronosticul evolutiei maladiei este relativ favorabil. Pe de altd parte,
numarul scazut de apudocite asociate cu un indiciu mitotic 1nalt, dereglari endocrine si productie de
hormoni diminuatd sugereazd pronostic nefavorabil. Hiperplazia apudocitelor endometriului se
soldeazd cu augmentarea sindromului paraneoplazic caracteristic tipului I (endocrindependent)
patogenetic de cancer endometrial influentand procesele mitotice. Bohman si colab. sustin ca
depistarea unui numar mare (> 35 celule x 10 cv) in hiperplazia glandulard sau cea atipicd indica
asupra unui risc sporit de malignizare.

in prezent sunt inca neelucidate ciile enzimatice implicate in geneza serotoninei din apudocitele
endometriale. Pe animale de laborator, recent s-a depistat ca serotonina rezulta prin intermediul a doud
verigi distincte, dependente de subtipul de TpH (triptofanhidroxilaza), prin intermediul cérora se
produce amina din triptofan. Prima, Tph-1 dependenta realizeaza serotonina circulatorie, iar pe calea
Tph-2 rezulta serotonina de origine neurogend, care este implicatd in transmiterea sinaptica. Estimarea
prezentei enzimelor mentionate este posibila prin depistarea expresiei genelor responsabile de sinteza
acestor enzime in cancerul endometrial. Depistarea ARN-ului mesager ar confirma atit expresia
genelor, cat si activarea lor, iar legarea enzimelor cu anticorpi monoclonali ar aprecia izotipul
hidroxilazei responsabile de sinteza serotoninei in cancerul endometrial.

Tesutul tumoral secretd un sir de factori biologic activi, care pe de o parte moduleaza procesele
autonome specifice tumorii (cancerogeneza, angiogeneza, apoptoza etc.), iar pe de altd parte,
determina disfunctii morfologice si functionale in tesutul paraneoplazic.

Carcinoamele neuroendocrine (carcinozi, carcinom cu celule argirofile, apudom, carcinom in
celule mici, carcinom endocrin) sunt tumori ale sistemului APUD (Amine Precursor Uptake
Decarboxilation) care cuprind urmatoarele maladii: carcinomul paratiroidian, carcinomul medular
tiroidian, carcinoid bronhial, feocromacitom malign, carcinomul insular (pancreatic), carcinoidul
malign (stomac, intestine), paraganglion malign.

Prezenta celulelor endocrine in tumorile neoplazice ale organelor genitale la femei este raportatd
de numeroase studii. Conform studiilor (Anichkov N.M., Serezhin B.S., Lomakina L.I., Smirnov O.A.
Apud cells in endometrial cancer Arkh Patol. No 54, 1992, p. 33-39), s-au studiat 55 carcinoame
endometriale contindnd celule apudocite, corelatia dintre dereglarile endocrine-metabolice si indicele
mitotic, pe de o parte si a numarului de celule endocrine, pe de alta parte, a fost relevata si s-a stabilit
ca daca procentajul celulelor endocrine este mai mare de 20 fata de celulele parenchimatoase, indicele
mitotic al tumorii este mic, productia de serotonina si alti hormoni este mica, iar incidenta dereglarilor
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endocrine este inalta, atunci pronosticul evolutiei tumorii este relativ-favorabil. Invers, dacad numarul
mic al celulelor endocrine este asociat cu un indice mitotic Tnalt, dereglari endocrine si productie de
hormoni diminuate sau absente, pronosticul evolutiei este nefavorabil.

in urma cercetirii (Aguirre P., Scully R.E., Wolfe H.J., DeLellis R.A. Endometrial carcinoma
with argyrophil cells: a histochemical and immunohistochemical analysis. Hum. Pathol. 1984, Ne 15
(3), p-210-217) a 53 cazuri s-a stabilit la 14 din ele (26%) un numar moderat de celule argirofile, fapt
pus 1n evidenta prin colorarea cu nitratul de argint (metoda Grimelius) a sectiunilor fixate in parafind.
In 8 cazuri argirofilia a fost prezenta in regiunea apicala a celulelor glandulare (celule de tip I) sau in
toata citoplasma celulelor glandulare (celule de tip II). Distributia argirofiliei in aceste celule a fost
paralela distributiei de mucina si glicogen. In 6 cazuri celulele argirofile cu forme rotunde, ovoide sau
neregulate au fost prezente de asemenea in interiorul epiteliului glandular (celule de tip II). in toate
aceste 6 cazuri celulele au fost pozitive imunohistochimic la serotonind. Celule de tip I si II au fost
depistate in mai multe mostre de endometru normal proliferativ si secretor, pe cand celulele de tip III
in acestea nu s-au depistat. Autorul mentioneaza ca chiar dacad argirofilia este o particularitate
frecventd a carcinomului endometrial, prezenta celulelor argirofile de tip III ce contin serotonina este
mai joasa, circa 11%. Aceste caracteristici sunt oferite si de un alt studiu, in care se mai mentioneaza
ca si in cancerul ovarian varianta endometrioida frecvent se depisteaza celule argirofile continand
serotonind care prezinta activitate endocrind (Inoue Y., Ueda G., Yamasaki M., Inoue M., Tanaka Y.,
Nishino T., Saito J., Abe Y., Tanizawa O. Immunohistological demonstration of peptide hormones
and serotonin in ovarian mucinous and endometrioid tumors with argyrophil cells Nippon Sanka
Fujinka Gakkai Zasshi. 1986, Ne 38(3), p. 361-365).

Fetissof (Fetissof F., Berger G., Dubois M.P., Arbeille-Brassart B., Lansac J., Sam-Giao M.,
Jobard P. Endocrine cells in the female genital tract. Histopathology. 1985, Ne 9(2), p. 133-145)
sustine cd celulele endocrine sunt inhabitanti obisnuiti ai glandelor parauretrale, Bartolini,
endocervicale, endometriale (in special cu resturi mesonefrale). Aceste celule sunt caracterizate prin
depozitari de serotonind. Numeroase celule ce contin serotonind au fost depistate 1In
adenocarcinoamele endometriale, tumorile Brenner ale uterului. Aceasta sugereaza cd un mecanism
endocrin similar poate fi impartit de tesuturi originare din ductul Muller, dar si din sinusul urogenital.

Sivridis s.a. (Sivridis E., Buckley C.H., Fox H. Argyrophil cells in normal, hyperplastic, and
neoplastic endometrium. J. Clin. Pathol. 1984, Ne 37(4), p. 378-381) afirma ca celulele argirofile sunt
prezente substantial in endometriul normal, in particular in faza de secretie a ciclului menstrual. Ele
sunt de asemenea decelate in variate tipuri de hiperplazie endometriala si sunt depistate in mai mult
de jumitate din carcinoamele endometriale. in unele neoplasme endometriale ele sunt prezente din
abundentd, dar nu au o clinicd tipicd unui carcinoid si sunt morfologic aproape identice
adenocarcinoamelor fara celule argirofile. O serie de studii, din contra, subliniaza agresivitatea
evolutiei clinice in cazul depistarii cancerului endometrial, de col uterin ce contin celule
neuroendocrine, acestea fiind tratate chirurgical, actinic, chimioterapeutic, dar o metoda optima de
tratament nu este definitivatd (Huntsman D.G., Clement P.B., Gilks C.B., Scully R.E. Small-cell
carcinoma of the endometrium. A clinicopathological study of sixteen cases. Am. J. Surg. Pathol.
1994, Ne 18(4), p. 364-375).

Unele studii constatd in 18..26% cazuri ale carcinoamelor endometriale prezenta celulelor
endocrine, care la microscopia electronicad se prezinta ca celule cu multiple granule neurosecretoare,
preponderent rotunde ca forma, cu un nucleu electronic dens. La o amplificare mai mare, ele consista
dintr-un conglomerat de substante granulare fine cu o densitate electronicd mare (Okudaira Y.,
Tateishi R., Sato Y., Saji F., Hayakawa K., Matsui Y., Sawada M. Argyrophil cell of the endometrial
adenocarcinoma -light and electron microscopic observations Nippon Sanka Fujinka Gakkai Zasshi.
1980, Ne 32 (10), p.1541-1550).

in sursa (Ueda G., Yamasaki M., Inoue M., Tanaka Y., Hiramatsu K., Inoue Y., Kurachi K.
Effects of amine precursor administration on the morphological findings of transplanted argyrophil
cell adenocarcinoma of the endometrium. Nippon Sanka Fujinka Gakkai Zasshi. 1982, Ne 34(3), p.
388-390) se lanseaza teoria existentei intr-o forma latentd a celulelor APUD 1in celulele argirofile ale
adenocarcinomului endometrial §i activarea lor se produce in anumite conditii. Hiperplazia
apudocitelor duce la dezvoltarea variantei I de patogeneza a cancerului endometrial cu manifestarea
sindromului paraneoplazic endocrino-metabolic si influenteaza evolutia clinicd a tumorii, inhiband
procesele de mitoza celulard. S-a constatat ca endometriul normal contine 5...10 apudocite in campul
de vedere, iar in endometrul atrofic ele lipsesc, ceea ce denotd un nivel scazut al procedeelor
metabolice din tesutul atrofiat. In cazul hiperplaziei glandulare celulele endocrine se deceleazi in
18% cazuri, in hiperplazia glandulara atipici — in 25%. In adenocarcinomul inalt diferentiat celulele
endocrine se determind in 47%, iar in adenocarcinomul slab diferentiat scad pana la 14...15%.
Celulele endocrine se depisteaza cu precadere la pacientele cu varianta de tipul I patogenetic, iar
activitatea antiproliferativa a serotoninei poate servi ca un argument indirect al unei evolutii mai
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favorabile a cancerului endometrial. Totodatd, cresterea numarului apudocitelor in hiperplazia
glandulara si hiperplazia glandulara atipica indica un risc sporit de malignizare (CromspoBa E. C.
DHIIOKPHHHBIC KIETKH MPH THIEPIUIACTHYECKUX IMPOIECcaX W pake 3HIOMETpHs. PYKOBOACTBO MO
oHkoruHekonorun. [maa 14, c. 283-285).

Serotonina, derivat al triptofanului (sinteza realizatd prin hidroxilarea acestui aminoacid, urmata
de decarboxilare) a fost pentru prima data studiata in anii 30 ai secolului XX, cand s-a vazut ca este
un agent contractil al vaselor sangvine si al musculaturii gastrice. Denumirea de serotonind a fost data
in anul 1948 de catre Ropport M.M. si colab. pentru a evidentia acest potential vasoconstrictor din
serul sangvin izolat si caracterizat de ei. Ulterior, in anul 1954 Page 1.H. a descris efectele fiziologice
ale 5-hidroxytryptaminei (5-HT).

Efectele biologice ale serotoninei (5-HT) sunt complexe si sunt mediate prin activarea a 7 clase
distincte de receptori specifici din sistemul nervos central (SNC) si periferic, recunoscute actualmente
de catre Uniunea Internationald a Comitetului Farmacologic referitor la Nomenclatorul Receptorilor
si Medicamentelor (NC-IUPHAR).

Triptofanhidroxilaza (Tph) este o enzima care participa la convertirea triptofanului (aminoacid
semiesential) n 5-hidroxitriptofan, iar ultimul este precursor al serotoninei. Exista doud forme de
triptofanhidroxilaza : Tph-1 este exprimata si functioneaza la periferie si pand nu demult era
consideratd unica enzima responsabila de sinteza serotoninei; si Tph-2, recent identificatd, care
activeaza in creier.

S-a facut un studiu asupra nivelului ARN-ului mesager al Tph-1 in tesutul endometrial si
miometrial prelevat de la paciente in timpul histerectomiei pentru 162 de paciente cu cancer uterin si
54 paciente operate pentru miom uterin.

Ribonuclease Protection Assay (RPA) este o procedurd extrem de sensibild pentru detectarea si
cuantificarea speciilor RNA (de obicei mRNA) intr-un amestec complex de proba totald sau Poly(A)
RNA selectat. Pentru RPA se sintetizeaza o proba RNA marcatd nonizotopic sau radioactiv care este
complementara unei parti a RNA-tinta ce urmeaza a fi investigat. Aceasta se realizeaza prin plasarea
capatului 3' al secventei probei adiacente unuia din promotorii polimerazei (T3,T;, ori SPs) prin
clonarea intr-un vector plasmid sau prin utilizarea unui PCR primer ce contine secventa promotorului.
Polimerazele T, T5, sau SP¢ corespunzator sunt folosite in generarea unui transcript RNA prin in vitro
transcriptie. Proba marcatd si proba RNA sunt incubate in conditii care favorizeaza hibridizarea
secventelor complementare. Dupd hibridizare, amestecul este tratat cu ribonucleaza pentru a degrada
probele nehibridizate. Proba marcata care este hibridizatd catre RNA-ul complementar al RNA-tinta
va fi protejatd de digestia ribonucleazei si poate fi separatd pe un gel poliacrilamid si vizualizata fie
prin autoradiografie (probele marcate radioactiv), fie prin procedura detectiei secundare (in cazul
celor marcate non-izotopic). Cand proba este prezentd in exces molar fata de tintd in reactia de
hibridizare, intensitatea fragmentului protejat va fi direct proportionala cu cantitatea de RNA-tinta din
amestecul de probe. Ribonuclease Protection Assay este astfel analogul S1 Nuclease Protection
Assay, insd prima este mai exactd, mai facila si mai putin predispusa spre a degrada acidul nucleic
dublu-spiralat (Molecular Cloning, 1989; and Friedberg et al., 1990). Comparatd cu protocoalele de
hibridizare bazate pe fixarea RNA-ului de un suport solid (i.e. Northern blots), chiar si o prezentd
minima de mRNA este detectata si cuantificatd mai precis folosind procedura solutiei hibridizante
aplicate in cazul RPA (Frayn, et al. 1993, Lee and Costlow, 1987). Datoritd rezolutiei inalte a
sistemului de gel acrilamid folosit in analizarea fragmentelor protejate, RPA este aplicabild in
mapping-pozitionarea jonctiunilor interne si externe in mRNA (Kekule et al., 1990, Melton et al.,
1984, and Calzone et al., 1987).

in studiul dat a fost utilizat Kitul RPA 11 ™, Ambion, Inc.

Pentru a studia un anumit RNA, din tesutul interesat se extrage RNA-ul total, procedura care a
fost efectuata prin Izolarea RNA prin metoda Trizolului:

e addugarea a 1 ml de Trizol in fiecare eprubetd ce contine 50...100 mg de tesut
faramitarea tesutului cu omogenizatorul timp de 60 s
pastrarea timp de 8 min la temperatura camerei
adaugarea a cate 0,2 ml cloroform
agitarea (amestecarea la aparat) timp de 15 s
pastrarea timp de 2...3 min la temperatura camerei
centrifugarea timp de 20 min, la un turaj de 12000 g la temperatura de 4°C
transferarea fazei superioare (supernatantului) in alt tub marcat cu acelasi numar
adaugarea a 0,5 ml izopropanol
pastrarea timp de cel putin 10 min la temperatura camerei
centrifugarea timp de 20 min, la un turaj de 12000 g la temperatura de 4°C
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e lichidul se aruncd, iar pe peretele eprubetei se formeaza ,,palete” albe sau transparente cu un
diametru de 0,2...0,4 cm
e adaugarea a cate 1 ml de etanol de 70% la eprubeta
e agitarea timp de 10 s, ca urmare paletele se desprind de pe peretele eprubetei
e centrifugarea timp de 5 min, la un turaj de 7500 g la temperatura de 4°C
e lichidul se arunca, eprubetele se usuca bine in termostat la 37°C timp de 10 min, dar nu mai
mult
e addugarea a cate 50 pl apa DEPC
e urmeaza cuantificarea RNA-ului sau eprubetele se pastreaza la -80°C.
Deoarece in diverse mostre de tesut cantitatea de RNA variazd, este nevoie de a standardiza
probele prin efectuarea spectrofotometriei sau cuantificarii RNA cu determinarea concentratiei RNA :
e eprubetele cu RNA-ul extras se dezgheata si se pastreaza in gheata obisnuita (atentie! RNA-ul
este foarte sensibil si degradeaza rapid)
e pentru fiecare eprubeta s-au notat altele doua cu acelasi numar
e in eprubetele noi s-au instilat cate 198 pl apa dublu distilata si 2 pl de lichid ce contine RNA
din tesutul extras, obtindndu-se astfel concentratia de 1:200
e agitarea 10s
e conectarea fotospectrometrului si spalarea chiuvetei
e instilarea pe rand a cate 100 pl si determinarea concentratiei RNA
e introducerea datelor in computer, calcularea valorii medii a concentratiei RNA si stabilirea
automata de catre computer a volumului necesar de solutie ce trebuie extras din eprubetele pastrate la
-80°C pentru RPA propriu-zis.
Descrierea RPA :
I etapi : Marcarea cu *P radioactiv
Transcriptia in vitro:
e Proba (Plasmid linearizat) 0,5...1 ug
e Solutie tampon de transcriptie (5x) 5ul
e UTPmix 4pul (UTP mix=ATP 10 mM :1 pl
CTP10mM: 1 pl
GTP10mM : 1 pl
UTP 10mM : 1 ul)

e DTT (100 mM) 1ul
e Rnasin 1 ul
e H,0 (DEPC) (10x) pl
in camera radioactivi (se lucreazi cu un dozimetru special):
e P32UTP 3ul Atentie ! foarte radioactiv
e SP6 sau T7 polimeraze 1ul
Total 25 ul

e agitarea si centrifugarea probelor 10 s
incubarea la 37°Ctimp de 1 h
Intre timp se toarna gelul:

Ureea (Harnstoff) 9M 38,75 ml

Acrilamid 6,25 ml

10 x TBE 5 ml

APS 10% 400 pl

Temed 54 ul

De instilat 1 ml de DNAse la fiecare tub si de centrifugat scurt (spin)
Incubare 1a 37°C pe 20 min

Intre timp gelul se toarna in camerele de migrare si aparatul se conecteazi la 250 V
Coloanele de incércare cu probele RNA se spald cu ajutorul unei eprubete speciale
Se iau 1 pl de proba si 8 pl de solutie tampon necesara

5 min incubare la 95°C, agitare si centrifugare

Gelul se lanseaza pe 1 hla 300 V

Developarea gelului timp de 10 min si deschiderea lui

Se masoara radioactivitatea si se pastreaza la -20°C

® & 0 0 0 0 0 0 0 bW~
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a Il-a etapa saul zi RPA

e Instilarea in eprubete noi in asa volum ca toate probele sa contind 20 ng de RNA total. Acest
volum l-a determinat automat programa din computer

e Plasarea eprubetelor cu capacele deschise in vacuum centrifugd, centrifugare timp de 10 min,
astfel Incat apa se evaporeaza si ramane doar substanta uscata

e Extragerea eprubetelor si plasarea pe gheatd obisnuita, cele care nu s-au uscat bine, se mai
centrifugheaza incd 10 min

e Intre timp, se pregiteste mix-ul (amestecul) pentru fiecare proba:

1. 20 pl solutie tampon hibridizata

2. mix-ul hGAPGH (10000 cpm-unititi de masura a radioactivitatii)

3. mix-ul hTPH1 (40000 cpm)

Intr-o experientd se plaseazi 22 probe de cercetat si 2 probe de control cu fungi ,,yeast +” si
,yeast -, de aceea avem 24 volume + 2 volume suplimentare, fiindca in timpul instildrii se pierde
solutie. Asadar, mix-ul se pregateste pentru 26 probe :

520 pl solutie tampon hibridizata

5,2 ul hTPHI

2,6 ul hGAPDH

e Seinstileaza cate 20 pul la fiecare proba
Agitare, centrifugare scurta (spin)

Incubare pe 5 min la 95°C
Agitare, centrifugare
Incubare 1a 42°C peste noapte

a Il1-a etapa sau a II-a zi RPA

e Solutia tampon de digestie a RNA-sei, solutie tampon de dezactivare. Solutia tampon de
dezactivare si un marker de culoare albastra se scot de la -25°C si se dezgheatd la temperatura
camerei timp de 30 min

e Pregatirea RNA-sei-mix (s-au folosit 4 ul RNA-sei A/T la 200 pl solutie tampon de digestie
pentru o proba) pentru 25 probe (in ,,yeast -” nu se pune) :

1. 100 pl RNA-sei

2. 5000 pl (5 ml) solutie tampon de digestie

e Se amesteca doar 5 s la master-mix (aparat). Atentie ! RNA-sa este foarte sensibila.

in camera radioactiva :

e Se scot eprubetele cu probele din incubator, spin scurt

e La fiecare proba s-au instilat cate 200 pul RNA-sei-mix, iar in ,,yeast -” doar 200 pl solutie
tampon de digestie. Incubare la 37°C pe 1 h

e intre timp se pregiteste gelul :

1. Ureea OM -38,75 ml
2. 10x TBE -5 ml

3. Acrilamid -6,25 ul
4. APC 10% -400 pl
5. Temed -54 ul

Se amesteca bine, pe sticla de baza se aplica pe margini fasia de guma si se ajusteazd a doua
sticld, fixdndu-se la parti cu clesti. Cu seringa se toarna gelul lichid in spatiul dintre sticle, cu grija
pentru a nu face bule de aer, de aceea sticlele se ridica la 40° si se inclind pe o parte. Se pun combele
(pieptene cu 24 de dinti)

=  Gelul se solidifica timp de 30 min

= Pregitirea Mix de inactivare (1,5 pl de marker de culoare albastra la 300 pl de solutie tampon
de inactivare)

= 300 pl Mix de inactivare se instileaza la fiece proba

= Agitare, spin

= Incubare la -20°C pe 20 min

= Centrifugare 20 min, 13000 rot/min la 4°C (centrifuga trebuie pornita anterior, pentru ca ea sa
se riceasca pand la -4°C). Atentie! Rinse-urile eprubetelor se vor indrepta spre centrul centrifugii!

= Intre timp se monteazi sticlele cu gel in aparatul de migrare, se scot combele, in aparat se
toarna solutie tampon de lucru 1x TBE (pe care am pregatit-o anterior : 100 ml 10x TBE + 900 ml apa
dublu distilata si pastratd la 4°C ), coloanele se spald de 3 ori cu aceeasi solutie.
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=  Dupai ce s-a oprit centrifuga se Inldtura foarte atent supernatantul (faza superioard) ca sa nu se
aspire si paleta de culoare albastra (datoratd markerului de culoare albastrd). Supernatantul se arunca
intr-un vas special pentru lichide radioactive.

= Spin scurt

= Aspirarea cu pipeta de 20 pl a restului supernatantului

= Adaugarea la fiecare tub a cate 8 ul de solutie tampon de dezactivare

= Agitare, spin

» Incubarea la 95°C pe 5 min

= Agitare, spin

= Spalarea repetata a coloanelor gelului

= Instilarea probelor RNA in coloane

= Lansarea gelului la 250 V pe 5 min

= Apoipelhla300V

= Transferarea gelului pe o hartie Wattman

= Se acopera cu folie de argint si se decupeaza imprejur

= Se pune la uscat in aparatul de vacuum la 70°C pe 1,5 h

= QGelul se extrage din vacuum, se pune intr-o casetd speciala si se acopera cu o placa de
absorbtie a radioactivitatii pe 24 h

= Masurarea semnalului radioactiv impregnat pe placa de absorbtie de catre RNA in
componenta cdruia este o baza marcatd radioactiv.

Prin metoda RPA s-a constatat ca in endometru de la 72,6% paciente cu cancer endometrial
nivelul ARN-ului mesager pentru Tph-1 este de 2...100 ori mai mare decat in miometru. De remarcat
ca In endometrul recoltat din uterele fara cancer (miom uterin), miometrul fird cancer (miom),
miometrul de la paciente cu cancer endometrial nivelul ARNm pentru Tph-1 a fost egal (aproximativ
8 Unitati ale intensitatii semnalului).

Exemplul 1

Pacienta M., a.n. 1953, a fost internatd in Institutul Oncologic, Sectia Oncoginecologie pe
01.08.05 cu diagnosticul clinic de Ca corpului uterin, st. III, T;NyM, . La RPA —152 Unitati.

Pacienta a fost investigatd clinic §i paraclinic. Analiza generald a sangelui (02.08.05):
hemoglobina — 140 g/l ; eritrocitele — 4,6 min.; hematocritul — 0,44; leucocitele — 5,3 mii.

Patologie concomitentd: Cardiopatie ischemicd si dismetabolica, L.C. I N.LH.A., colecisto-
pancreatita cronica, diabet zaharat tip II (glicemia - 8), obezitate gradul 3.

Dupa o serie de tratament preoperator, pacienta a fost supusd pe 10.08.05 la interventie
chirurgicala, unde s-a efectuat histerectomie totald cu inlaturarea anexelor bilateral. Intraoperator:
procesul tumoral ocupa toatd cavitatea endometriala cu trecere pe canalul cervical. Histologia
postoperator: adenocarcinom papilar cu invazie 2/3 miometrului cu trecere pe canalul cervical,
metastaze in ovarul drept. Pacienta a urmat, in cadrul tratamentului complex, o serie de tratament
actinic postoperator.

Exemplul 2

Pacienta T., a.n. 1935, a fost internatd in Institutul Oncologic, Sectia Oncoginecologie pe
10.08.05 cu diagnosticul clinic de Ca corpului uterin, st. I, T,NxM, . La RPA —123 Unitati.

Pacienta a fost investigatd clinic §i paraclinic. Analiza generald a sangelui (12.08.05):
hemoglobina — 120 g/l ; eritrocitele — 3,7 min.; hematocritul — 0,4; leucocitele — 6,0 mii.

Patologie concomitentd: colecistopancreatitd cronica, boala varicoasd a membrelor inferioare,
tromboflebita.

Dupa o serie de tratament preoperator, pacienta a fost supusd pe 23.08.05 la interventie
chirurgicala, unde s-a efectuat histerectomie totala cu inldturarea anexelor bilateral. Intraoperator :
procesul tumoral ocupa 1/3 superioara a cavitatii endometriale.

Histologia postoperator: adenocarcinom bine diferentiat cu invazie 1/3 a stratului muscular.

Pacienta a urmat, in cadrul tratamentului complex, o serie de tratament actinic postoperator.
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(57) Revendicare:

5 Metoda de diagnostic al cancerului endometrial care constd in determinarea concentratiei de
ARN mesager al triptofanhidroxilazei-1 in tesuturile endometrial i miometrial, si in cazul cand in
tesutul endometrial concentratia este de 2...100 ori mai mare se stabileste diagnosticul de cancer
endometrial.
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