STUDIUL ANGIOGENEZEI SI LIMFANGIOGENEZEI IN CARCINOAMELE
SCUAMOASE ORALE (Cod CNCSIS:155)

Raport- ETAPA FINAL A-2009

Director proiect: Conf. dr. Claudiu Margaritescu

Membrii echipe de cecetare: Prof. Mogoanta L aur entiu, Prof. Simionescu
Cristiana Eugenia, Asist. Ciurea Raluca, Drd. Alina Stinga

An Etapa Obiective Activititi Categorii de Necesar | Termen de| Rezultate
buget resurse | decontargé | livrate pe
financiare etaf
(Valoare
lei)
1. Continuarea | 1.1. Evaluarea | -Cheltuieli de - 15.09.2009 Actualizare
studiului microdensitatii | personal 3510,327 baze de datg
imunohistochimic| vaselor de - Cheltuieli
si morfometric al | neoformatie logistici (reactivi | -
neoangiogenezei| (MDV) intra- si | imunohistochimie) 48.062,57
in CSO peritumoral in | -Regie
CSO -
2009 1152,075
1.2 Evaluarea | -Cheltuieli de 3510,327
gradului de personal
implicare a -Regie 1152,075
factorilor pro- si
anti-angiogeni
in CSO
o S 2. Continuarea | 2.1. Evaluarea | -Cheltuieli de 3510,327
S s | studiului microdensitatii | personal -
5 g imunohistochimic| vaselor de -Regie 1152,075
L | si morfometric al | limfatice de
limfangiogenezei| novo sau
in CSO preexistente
(MDL) intra- si
peritumoral/
superficial si in
profunzime in
CSO
2.2. Evaluarea | -Cheltuieli de 3510,327
gradului de personal -
implicare a -Regie 1152,075

factorilor pro- si
anti-
limfangiogeni in
CSO

Raport existent si pe pagina web a grantuldi:
http://www.grants.umfcv.ro/PNIl-idpce2007-1/Artieohtml



3. Obtinerea de | 3.1. Workshop | -Cheltuieli de 3510,327
rezultate partiale| al grupului de | personal -
ale cercetarii si | studiu in -Regie 1152,075
diseminarea lor | vederea
elaborarii
lucrarilor ce vor
fi publicate
3.2.Actualizarea -Cheltuieli de 3510,295 Publicare 2
site-ului personal - articole
-Regie 1152,075 Actualizare
site
Raport
stiintific
Total etapa | 76.036,95

I ntroducere.

Cancerele orale reprezinb problend majoi de gnatate in lume atat datorita
incidentei crescutesi a ratei reduse de supraguge, catsi prin defectele fungonale si
cosmetice ce ingesc boalai tratamentul ei. Carcinogeneza @rabnstituie un model unic
pentru studierea naturii multistadiale a cancerpliin prezera subsecveitla acelai
individ a leziunilor precanceroasg a celor maligne invazive, reflectand progresia
alterarilor fenotipicei genotipice asociate bolii [1,2].

Asa cum s-a demonstrat experimental unul din evertmlenimportante ale
tumorigenezei este achimnarea unei fele sanguine de nufik —angiogeneza.
Angiogeneza, care presupune formarea de noi vasguise din cele preexistente,
constituie unul din fenotipurile esgale ale dezvolirii neoplazice, fenomen implicat in
procesele fiziologice normale [3-4].

In procesul de angiogeneza sunt implicate o mametaéde de factori cu rol
proangiogen (factorul de crestere al endoteliulascular-VEGF, factorul de crestere
fibroblastic bazic-FGFb, factorul de crestere epit® derivat din plachete- PDEGF,
interleukina 8, angiogenina si metaloproteinazel®] sau cu rol inhibitor
(trombospondina-1, factorul plachetar-4, fragmenl® plasminogen, de prolactina,
interferonule, inhibitorul tisular al matrix metaloproteinazei-16]. Studii privind
angiogeneza in cancerele capului si gatului au dibweiplicarea unei mari varietati de
factori proangiogeni (IL-8 si VEGF), produsi ata# dheratinocitele normale cat si de
celulele neoplazice [7, 8].

Este stiuta tendinta carcinoamelor orale de a netasnca din stadiile incipiente in
limfoganglionii laterocervicali, ca urmare a paunl@ritatilor anatomice ale cavitatii orale
[9]. In mare parte acestaracteristig fenotipica a CSO se datoreaza limfangiognezei, ce
presupune formarea de noi vase limfatice din cedgigtente. Unii autori au demonstrat o
corelatie directa intre nivelul expresiei VEGF-Caelulele tumorale si rata metastazarii
limfoganglionare in CSO [10,11]. Ohno si colab. J[1&u aratat ca limfangiogeneza
intratumorala din CSO prezinta variatii topograficeeexistand in zonele profunde ale
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tumorii, la marginea fronutului de invazie, cel n@obabil datorita scaderi expresiei
VEGF-C in celulele tumorale de la acest nivel.

Toate aceste studii au dus la conturarea uneiitenraigumorale relativ noua, terapia
antiangiogenica a carei tinta direta o constitueulele endoteliale care formeaza
microvascularizatia tumorii, controland crestereastéeia. O serie de experimente animale
au demonstrat eficienta unora din agentii antiagmo in blocarea cresterii carcinoamelor
scuamoase de la nivelul capului si gatului [13,14dtiv pentru care unele sunt folosite in
practica chimioterapeutica curenta a CSO sau factb de studiu al unor trialuri clinice
in curs de desfasurare [15,16].

MATERIAL SI METODE

Prezentul studiu a fost realizat in parte retrospein parte prin selectarea cazurilor
actuale. Cazurile investigate au fost sgtewate pe parcursul ultimilor 5 ani ianuarie 2005-
iunie 2009.

Datele clinice ale cazurilor selectate retrospediv fost extrase din foile de
observéie aflate in arhiva Clinicii de Chirurgie Oro-MagiFaciala, din registrele
Policlinicii Spitalului Clinic Judesan de Urgegi Craiova, precumsi din registrele
Laboratorului de Anatomie Patologial aceluiai spital. Principalele date investigate au
fost cele epidemiologice (varsta pacikm, sexulsi identificarea unora dintre factorii de
risc asocié cu carcinogeneza orala, cum ar fi asocierea Uernuni premaligne sau
existena in antecedente de cazuri familiale de cancer),odalte legate de topografia
lezionak (oferite de examenul locaji exploriri paraclinice) si unele caracteristici
macroscopice ale pieselor operatoriia(mmea, gradul extensiei tumorale, invazia in
structurile adiacente, prezenfocarelor necrotice sau hemoragic@ metastazelor loco-
regionale).

Materialul histopatologic utilizat a fost reprezantde blocuri de parafin
corespondente cazurilor selectate existente Tnotest Laboratorului de Anatomie
Patologi@ iar pentru cazurile noi selectate de piesele deezx chirurgicaf furnizate de
Clinica de Chirurgie Oro-Maxilo-Faciala. Acestea drni au fost prelucrate prin tehnica
uzuakh de includere la parafina, dufixarea in prealabil in formol 10% tamponaiplsre
(24H n ap curgitoare), deshidratare (in alcoluri etilice de corniie crescanat 50°,
70°, 90%i 100°)si clarificare (in benzen). Blocurile de pardifiatat cele vechi cat cele
noi olrinute au fost semnate la microtom, iar saanile seriate rezultate au fost colorate
cu coloraia uzuai Hematoxilina-Eozina.

Evaluarea histopatologica a leziunilor a vizat &toni parametrii; varietatea
carcinomului scuamos, gradul de difarere, stadiul progresiei tumorale, aspectul
metastazelor, prezem celulelor maligne reziduale la nivelul marginilde sigurats,
asocierea cu leziuni displazice sau cu alte maulifi®e baza acestora au fost selectate un
numar de 50 de cazuri ce au fost supuse invesktigaimunhistochimice si de
imunoflurescenta.

Tehnicile de imunochistochimie si imunofluorescersta constat din (tehnici
descrise in amanunt in cele 2 aticole publicate)|8]
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e reactii simple prin care in principiu au fost testmticorpii folositi, urmarindu-se
expresia acestora in CSO, fie la nivelul celuldlemorale, fie la nivelul vaselor de

angiogeneza (Tabel 1),

* reactii duble prin care s-a urmarit morfologia Tassanguine si limfatice, precum
si expresia unora din factorii proangiogeni si pnéhngiogeni in CSO (Tabel 2).

Tabel 1. Anticorpi folositi in studiu- testarea loe cel tumorale si vase

Nr  Anticorp Clona Firma Dilutia Tip de demascare
crt. producatoare

1. mouse monoclonal Ki-MIB-1 Dako 1:25 Tris EDTA pH9
67

2. mouse monoclonalKP-1  Dako 1:50 Tris EDTApH9
CD68

3. mouse monoclonal AA1 Dako 1:150 Tris EDTA pH 9
Triptaza mastocitara

4. mouse monoclonalJC70A Dako Ready to
CD31 use

5. mouse monoclonal F8/F6  Dako 1:25 Citrat pH6
Factor Von Willebrand

6. mouse monoclonalSN6h  Dako 1:2000/ Fara demascare/Proteoliza cu
CD105 1:1000 proteinaza K

7. mouse monoclonal4G11 Abcam 1:50 Proteoliza cu proteinaza K
CD105

8. mouse monoclonal D2-D2-40 Dako 1:100 Citrat pH6
40

9. Rabbit policlonal- Novus Bilogicals 1:200 Citrat pH6
podoplanina

1C Rabbit  policlonal - Abcam 1:25 Pepsina
Laminina

11 mouse monoclonal-CIV22 Dako 1:25 Citrat pH6
colagen IV

12 mouse monoclonal -E-184 Abcam 1:500 Citrat pH6
SMA«

12 Rabbit policlonal-VEGF Ab-1  NeoMarkers 1:50 EDTA pH8

14 mouse monoclonal-VG-1  Abcam 1:100 Citrat pH6
VEGF

1E Rabbit policlonal- InVitrogen 1:50 Citrat pH6
VEGF-C

1€ Rabbit  policlonal - Abcam 1:50 Citrat pH6
VEGFR1 (FIt1)

17 Rabbit  policlonal - Abcam 1:50 Citrat pH6
VEGFR2

1€& mouse monoclonal IL8 R&D System 1:500
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1¢ mouse monoclonal IL8 R&D System 1:20
receptor

2( Rabbit Polyclonal Abbiotec 1:250
FGFbeta

21 mouse monoclonal Sigma-Aldrich ng/ml
FGF2 Receptor

22 mouse monoclonal EGF F5 Thermoscientific  1:20

2% mouse monoclonal DakoCytomation  1:50 Tris-EDTA pH 9
EGFR

2< Rabbit policlonal -Tie-2 SantaCruz 1:100 Citrat pH6
(H-176)

2F Rabbit  policlonal - SantaCruz 1:100 Citrat pH6

Plasminogen (H-90)

Tabel 2. reactiile duble folosite in investigarearfologiei vaselor sanguine si limfatice,
precum si a expresiei unora din factorii proangrge prolimfangiogeni in CSO

Nr Anticorpi Tip de reactie Ce s-a urmarit
crt. dubla
1. CD105+Ki-67 IF Cuantificarea  vaselor sanguine  a&ctiv(in
proliferare)
2. D2-40+Ki-67 IF Cuantificarea vaselor limfatice aeti (in
proliferare)
3. CD105+SMA IHC Maturarea vaselor
4. CD105+colagen IV IF Morfologia vaselor sanguine
CD105+laminina
5. D2-40+colagen IV IF Morfologia vaselor limfatice
D2-40+laminina
6. CD105+VEGF IF Cuantificarea vaselor sanguine VEGF+
7. CD105+VEGFR1 IF Cuantificarea vaselor sanguine active- implicate
CD105+ VEGFR2 angiogeneza
8. VEGFR1+VEGFR2 IF Cuantificare receptori ai VEGF Imoati in
angiogeneza
9. D2-40+VEGFR3 Cuantificarea vaselor limfatice aetivmplicate in
limfangiogeneza
10. CD105+ CD68 IHC Evaluare densitatii macrofagelor cerelarea cu
densitatea vaselor
11 CD105+ Triptaza IHC Evaluare densitatii mastocitelor si corelarea c
mastocitara densitatea vaselor

IF=imunoflorescenta; IHC=imunohistochimie

Toate datele colectate (clinico-epidemiologigehistopatologice) au fost stocate
computerizat cu ajutorul programului Microsoft Ek{eersiunea 2002). O parte a acestor
rezultate a fost nsces si pe o] pagia web
(http://www.grants.umfcv.ro/pniiidpce20071/Prezeathtml).
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REZULTATE SI DISCUTII

Activitatile specifice 1.1, 1.2, 2.1 s 2.2 reliefate prin cele 2 articole publicate in
etenso (referentele bibliografice 19 s 20, articolele anexate raportului).

Activitatea specifica 1.1. Evaluarea microdensitatii vaselor de neoformatie
(MDV) intra- s peritumoral in CSO

Asa cum am aratat anterior [17] cel mai sensibilk@aal vaselor sanguine tumorale
este CD105. Astfel, am dovedit enarcajul la endoglina in CSO are maximum de
intensitate la nivelul frontului de invazie, mageslin zonele cu reactie inflamatorie [17,18].
Acest fapt vine sa confirme afirmatia potrivit darenarcajul la CD105 tinde sa descreasca
pe masura ce ne departam de frontul de invazieralrf&0].

Analizele statistice din studiile noastre nu autaraexsitenta unor asociatii
semnificative ale MVD calculat pentru expresia egloh@i cu virsta, sexul, topografia
primara a tumorii, stadiul clinic si gradul de dédatiere [17,18]. Totusi, studiile de acest
gen cu acest markar, desi putine arata ca ar exiasmciere semnificativ statistic intre un
MVD inalt si prognosticul prost al unor astfel darcinoame scuamoase ale capului Si
gitului [30-33].

Toate aceste rezultate pot sta la baza dezvaltaeiiterapii antiangiogenice pe baza
de anticorpi monoclonali anti-endoglina. Astfelsdedii exista, unul dintre acesti anticorpi
dovedindu-se un bun inhibitor al angiogenezei,teresumorale si metastazarii la soarece
in functie de doza administrata [34]. In acelasypscShiozaki et al [35] a obtinut un
anticorp chimeric (proteina de fuziune) anti-CDQbproprietati antiangiogenice pe care
|-a testat cu succes pe primate neumane.

Sub raport arhitectural rezultatele obtinute de @i aratat ca vasele de
neoangiogeneza din CSO au de regula o morfologeaaln, fiind tortuoase, cu lumen
rareori vizibil si numeroase ramificari. Ca si dimsauni ele au fost variabile, dar in tumora
au predominat cele de calibru mic (sub 15um in diam si celulele endoteliale izolate
[17, 18]. Uneori arhitectura vasculara a fost i complexa, fiind reprezentata de retele
vasculare cu numeroase ramificatii si cu un traedtem de sinuos. Cele de la nivelul
frontului de invazie au avut frecvent o distributgcumferentiala, formind deseori o
manta in jurul insulelor carcinomatoase, trimitgmdiungiri in interiorul acestora.

Datele din literatura scot in evidenta diferentel@stente atit din punct de vedere
structural cit si functional intre vascularizatiantorilor si cea din testurile normale de
origine ale acestor tumori [36]. In general se ered patternul angiogenezei si tipurile de
vase induse de diferitele tumori umane difera denldip de tumora la altul. In raport cu
clasificarea lui Gee et al [37] noi am observatdprainenta vaselor de tip imatur si
intermediar in CSO [17,18]. Importanta acestei ctmézari rezida in posibilitatea ca
fiecare din elementele structurale componente edstar vase de angogeneza sa devina
tinta terapeutica.
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Activitatea specifica 1.2 Evaluarea gradului deimplicare a factorilor pro- g anti-
angiogeni in CSO

Cel mai investigat factor proangiogen de catreanfaist VEGF, respectiv VEGFA. In
afara datelor anterioare [38,39] efectuand un atadiplu pe 54 de cazuri de CSO [19,40]
cu diferite localizari la nivelul cavitatii oralei €u diferite grade de diferentiere si
folosindu-ne de reactii duble imunohistochimiceaiimunofluorescenta am constatat:

> Prezenta expresiei VEGF pe zonele de mucoasamoatzala din marginile de
rezectie ale pieselor tumorale, exprimata predontimastratul, dupa descreste
spre straturile superficiale;

» In leziunile preneoplazice asociate proceselor earase expresia VEGF a fost
mai crescuta in stratul parabal

> In tesutul tumoral propriu-zis expresia VEGF a fosilt mai ridicata fata de
noraml sau leziunile preneoplazice, dar intensataepresiei a fost extrem de
heterogena la nivelul intregii tumori.

» S-a realizat in premiera mondiala o cuantificardtrmai exacta si mai usor
reproductibila a expresiei VEGF folosindu-ne de etada de morfometrie
digitala care a permis evaluarea |IOD a acestui aerfiste vorba de Densitatea
Optica Integrata= aria regiunii de interes X int&iea medie per pixel a
semnalului.

» Rata de pozitivitate a tumorilor investigate inaee priveste expresia VEGF a
fost de 87%

> Exista o tendinta de supraexpresie a VEGF la niedatului de invazie si de
asemena oscadere a ratei de expresie a VEGF irlforstab diferentiate de
CSO

» Dintre parametrii clinico-patologici singurii cureaam reusit sa facem corelati
cu nivelul expresiei VEGF au fost marimea tumoripezenta metastazelor
limfatice

In plus am mai consemnat faptul ca o sursa imptatade VEGF in carcinoamle
scuamoase orale sunt si celulele inflamatorii, as#®i macrofagele si mastocitele. Pe
acestea din urma le-am cuantificat atat histochfcatoratia cu albastru alcian safranina)
cat si imunohistochimic (tryptaza) in raport cu siéatea vaselor sanguine si topografia
tumorii. Rezultatele au fost comunicate [41], dara nepublicate. In concluzie am stabilit
ca mastocitele sunt o prezenta constanta in CS@xitdeea lor cea mai mare fiind la
nivelul frontului de invazie in raport intim cu \&e sanguine tumorale de la acest nivel.
Rezulatele obtinute sunt in concordanta cu celditiratura de specialitate, care scot in
evidenta rolul mastocitelor in angiogeneza tumoddda nivelul capului si gatului [43-
45].

Datele din literatura in ceea ce priveste rataxgeesie a VEGF in carcinoamle orale
sunt contradictorii [45-56], procentul nr. de cazozitive pentru VEGF variind intre 24-
100% cu o valoare mediana de 77%.
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De asemena, in acord cu datele prezentate de rmasKkgt al. [51] si Shintani et al.
[54] au demosntrat o crestere a expresiei VEGRaul frontului de invazie al CSO.

Marea majoritate a studiilor din literatura au destoat o corelatie semnificativa
statistic intre nivelul expresiei VEGF si gradulditerentiere al CSO [48,51-54,55,57], asa
cum am aratat si noi, dar au existat si studii earéemonstrat contrariul [46,54,59].

In ceea ce priveste gradul de corelare al exprg&i€F si marimea tumorii, respectiv
statusul clinic rezulatele obtinute de noi se atatoelor obtinute de alti cercetatori
[56,59,60], desi unele studii au aratat contrdf6@l54,57].

Referitor la asocierea expresiei VEGF si statuisofatic marea majoritate a datelor
din literatura [49,50,54,57,61-64], printre care mai indica existenta unei astfel de
corelatii.

In ceea ce priveste expresia receptorilor (VEGFRYEGFR2) acestui factor de
crestere studiile noastre au demonstrat existequ@siei ambilor markeri atit in tumori cit
si la nivelul vaselor de singe tumorale, dar cuensitati diferite [rezultate inca
nepublicate]. Cea mai mare expresie atat tumotai ¢a nivelul vaselor a fost obtinuta pt
VEGFR1 comparativ cu VEGFR2, de asemena expresml@mneceptori a fost mult mai
intensa la nivelul celulelor tumorale comparativendoteliul vaselor sanguine tumorale.
In urmatoarea perioada de timp vom incerca salstabventualele corelatii semnificative
intre nivelul expresiei VEGF in tumora si gradulpessiei receptorilor sai in vasele
tumorale, precum intre nivele expresiei acestoraltsiparametri clinico-morfologici ai
CSO. Existenta celor 2 receptori la nivelul endatel vascular a fost pusa evidenta inca
din 1999 [65]. In celulele nonendoteliale prezecgédor doi receptori a fost descrisa in
diferite tipuri de celule tumorale [66], inclusiw icelule carcinomatoase din CSO ale
capului si gitului [67]. Ceva mai recent Kyzas Ef68] au gasit o corelatie putenica intre
VEGF si VEGFR2 in celulele canceroase ale carcimbamscuamoase ale capului si
gatului. In plus ambele proteine au fost inalt @xate mai ales in tumorile cu un grad
mare de proliferare si totodata ele s-au corelatusb rata de supravietuire mica. S-a
sugerat prin prisma acestor rezultate ca VEGF #@orec de 0 maniera autocrina prin
intermediul VEGFR2 asupra carcinoamelor scuamoask ahivelul capului si gatului si
prin urmare astfel de pacienti pot beneficia deatreentul cu inhibitori ai VEGFR2.

Alti factori proangiogeni investigati de noi au fdk-8 si receptorul sau omolog ,
FGF2 si receptorul FGF2 beta, EGF si receptorulcsamplementar. Deocamdata suntem
in faza de testari pe martori si tesut tumoral, amchca in scurt timp sa obtinem cateva
rezultate. In literatura de specilitate se stiertldgutin despre expresia unor astfel de
markeri la nivelul mucoasei orale si a CSO [8, 70]-7

Activitatea specifica 2.1. Evaluarea microdensitatii vaselor de limfatice de novo
sau preexistente (MDL) intra- s peritumoral/ superficial s in profunzimein CSO

Au fost testati mai multi markeri ai celuleoor etel@le limfatice: VEGFC, LIVE1
si D2-40. Cel mai sensibil in identificarea celoleendoteliale limfatice s-a dovedit a fi
D2-40 [78-82 ]. Studiul expresiei markarului D2-#0 nivelul marginilor de rezectie a
CSO a demonstrat utilizand in premiera mondialdizen&ractala o crestere a complexitatii
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vaselor limfatice in progresia carcinogeneza of@8]. Evaluarea densitatii vaselor
limfatice (LVD) a evidentiat faptul ca acestea sumtilt mai numeroase la periferia
tumorilor (intr-o arie de 1mm fata de interfata tunartesut gazda). Referitor la vasele
limfatice intratumorale am consemnat ca acestearmannumeroase in ariile superficiale,
densitatea lor scazand in zonele profunde ale tlon¢r8, 79].

Similar rezultatelor noastre, Ohno et al. [12] adewtiat faptul ca LVD este mai
mare in ariile superficiale ale tumorii decit inil@rde mucoasa orala normala, iar in ariile
profunde tumorale numarul acestora a scazut dramatnhparativ cu ariile peritumorale.
Acest lucru pare sa sugereze faptul ca limfangieganntratumorala in ariile profunde,
adiacente frontului de invazie este mai degrab#ath decit indusa [12]. Franchi et al.
[64] au consemnat si ei 0 scadere semnificativasgior limfatice intratumorale din CSO
comparativ cu tesutul peritumoral. Padera et &] i raportat absenta vaselor limfatice
functionale intratumorale intr-un model tumoralrdeatoare.

Sub raportul gradului de proliferare a celulelodaeliale limfatice am constatat ca
indexul proliferativ este inferior celui al celubelendoteliale ale vaselor sanguine tumorale
[79]. De asemenea cele mai numeroase vase limfaitee (in proliferare) le—am
consemnat la periferia tumorii si in ariile supeidie.Ohno et al. [12] a evidentiat prezenta
de vase limfatice in proliferare numai in ariilepstficiale ale tumorii, acestea luand
nastere din hiperplazia sau inmugurirea vaslordtioé preexistente ale mucoasei orale
normale.

Activitatea specifica 2.2. Evaluarea gradului de implicare a factorilor pro- s
anti-limfangiogeni in CSO

Dintre factorii prolimfangiogeni cunoscuti am cuéinat doar expresia factorului de
crestere VEGF-C [rezultate inca nepublicate]. Esireacestui factor de crestere este
heterogena la nivelul populatiei celulare tumomile CSO studiate. Intensitatea reactiei
pare sa fie mai mare spre ariile de suprfata fataedle profunde. In plus am consemnat o
reactie mai intensa indeosebi in ariile adiaceianei inflamatorii. Sedivy et al. [85] a
consemnat faptul ca densitatea vaselor limfatite ssmnificativ mai mare in tumorile
VEGF-C pozitive comparativ cu cele VEGF-C negatikeru de altfel confirmat si de
catreOhno et al. [12]. Aceste rezultate confirma fag@VEGF-C este un mitogen potent
responsabil de proliferarea celulelor endoteliatddtice in CSO. In plusQhno et al. [12]
au consemnat faptul ca expresia WEGF-C a fost scazuta in tesutul intratumoral, in
special in ariile vecine frontului de invazie.

Alt factor prolimfangiogen aflat in faza de testaste FGF, urmand sa obtinem in
scurt timp rezultate in ceea ce priveste gradutesipi sale la nivelul tesutului tumoral in
corelatie cu nivelul expresiei D2-40. In literatuwta speialitate, Ali [86] a evidentiat rolul
prolimfangiogen in CSO si a altor factori de crestéactorul de crestere derivat plachetar,
factorul bazic de crestere fibroblastic, factoralel crestere similar insulinei si factorul de
crestere hepatocitar, sugerind ca acestia se pwtitto in potentiale tinte terapeutice
antilimfangiogenice in CSO.
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Mentionam faptul ca suntem in faza de testare a MEE5 pe martori si tesut
tumoral, urmand sa investigam gradul de expreseceastui receptor la nivelul celulelor
tumorale si apoi la nivelul vaselor limfatice. Deeenena vom incerca sa stabilim corelatii
intre gradul expresiei sale si alti parametrii idopatologici. In acest sens Neuchrist et al
[87] si Tanigaki et al [88] au demonstrat rolul ionf@ant jucat de VEGFRS3 in
limfangiogeneza, progresia si metastazarea in ekorade la nivelul capului si gatului.

Obiectivul 3. Obtinerea derezultate partiale ale cercetarii s diseminarea

Acest obiectiv a fost atins prin publicare a dodéale in extenso in reviste cotate
in baze de date internationale tintite pe obietgiygoiectului si a inca unuia in revsita J
Histochem Cytochem, cotata ISI in care am abordaex si angiogeneza orala, avand
chiar imagini demonstrative pe aceasta topica. @ival a fost indeplinit prin publicare
acestora in revista cotata ISI- Romanian Journ®Mafphology and Embryology, la care s-
au mai adaugasgi alte articolesi comuniari, participari la conferine naionale si
interngionale. Conducatoryi mebrii echipei au publicat:

Articole:

1) C. Margaritescu, M. Raica, D. Pirici, C SimiooesL Mogoanta, A. Stinga, A.
Stinga, D. Ribatti Podoplanin expression in tumeefresection margins of oral squamous
cell carcinomas: an imunohistochemical and fraatalysis study. J Morphol Embryol.
2009;50(4) in press.

2) C. Margaritescu, D. Pirici, A. Stinga, C Simisog, L Mogoanta, A. Stinga, A.
Stepan. VEGF expression and their correlation \aitlgiogenesis in oral squamous cell
carcinomas (OSCC): an immunohistochemical and nmrgtrical study. J Morphol
Embryol. 2009;50(4) in press.

3) Pirici D, Mogoanta L, Kumar-Singh S, Pirici |,dvharitescu C, Simionescu C,
Stanescu R. Antibody elution method for multiplemmmohistochemistry on primary
antibodies raised in the same species and of tme sabtype. J Histochem Cytochem.
2009 Jun;57(6):567-75. Epub 2009 Feb 16.

Cursuri-lector

1) Lector si chairman la simpozionul internationANGIOGENESIS: PRESENT
AND FUTURE Romania, Timisoara, March, 26 - 28, 2009

2) Lector la Curs- in presimpozion la Cel de all\idla Simpozion National al
Societatii Romane de Morfologie, Craiova, 26-30 M2&I09 cu topica: Aspecte ale
angiogenezei in carcinoamele scuamoase orale. @umesimpozion: Cel de al Vlll-lea
Simpozion National al Societatii Romane de Morfadép@raiova, 26-30 Mai 2009.

Rezumate la conferinte

1) ClI Margaritescu, C Simionescu, R. Ciurea, DicRirfA. Stepan. Morfologia
vaselor sanguine din carcinoamele scuamoase @elele al Vlll-lea Simpozion National
al Societatii Romane de Morfologie, Craiova, 26AN8& 2009.pp95
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2) R. Ciurea, C. Margaritescu, C. Simionescu, Aep&h, D. Pirici. Rolul
mastocitelor in angiogeneza carcinoamelor scuamoade. Cel de al VllI-lea Simpozion
National al Societatii Romane de Morfologie, Crap26-30 Mai 2009. pp20

3 A. Stinga, C. Margaritescu, A. Stinga, C. Simmmne D. Pirici, A. Stepan. Epresia
VEGF in carcinoamele scuamoase orale. Cel de al-l&4 Simpozion National al
Societatii Romane de Morfologie, Craiova, 26-30 K@09. pp32

4) A. Stinga, C. Margaritescu, A. Stinga, C. Singscu, D. Pirici, A. Stepan.
Epresia D2-40 in carcinoamele scuamoase oraled€al VllI-lea Simpozion National al
Societatii Romane de Morfologie, Craiova, 26-30 K@09. pp33

5) Margaritescu Claudiu, Simionescu Cristiana,dPibianiel, Mogoanta Laurentiu,
Stepan Alex, Ciurea Raluca (Craiova, Romania) - pMology of tumor vessels in oral
squamous cell carcinoma. Immunohistochemical andnunofluorescence study.
Angiogenesis: present and future. Timisoara, M&&l28, 2009. pp43

6) Margaritescu Claudiu, Marius Raica, Alina Stingaristiana Simionescu,
Laurentiu Mogoanta, Alin Stinga, Daniel Pirici, @@a Raluca, Stepan Alex, (Craiova,
Romania). Podoplanin expression in oral structur@smunohistochemical and
immunofluorescence study. Angiogenesis: presentfatde. Timisoara, March 26-28,
2009. pp55

7) Cl. Margaritescu, Alina Stinga, Cristiana Simesou, L.Mogoanta, A. Stinga, D.
Pirici, Raluca Ciurea, A. Stepan Expresia podoplania nivelul structurilor mucoasei
orale: studiu imunohistochimigi imunofluorescent UMF Craiova. Congresul National
Zilele Medicinei Dentare Craiovene, CRAIOVA, 25-RRARTIE 2009. pp86-88
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