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I. INTRODUCERE

Patologia neoplazica reprezintd o preocupare permanentd a lumii medicale.
Magnitudinea problemei este data de numarul mare de cazuri cu acest tip de patologie,
mortaliatea ridicata si nu in ultimul rdnd de costurile mari aferente tratérii acestui tip de patologie.
Depistarea precoce a acestor afectiuni reprezinta punctul forte al imbunatatirii supravietuirii prin
diminuarea timpului de stabilire a diagnosticului. Motivatia alegerii temei de cercetare este
plasarea tehnicilor de investigare non-invaziva in algoritmele de diagnostic si terapie pentru
patologia oro-faciala. Medicul stomatolog generalist este "prima linie de aparare" pentru pacientii
simptomatici Si asimptomatici'”, si de aceea implementarea unor protocoale de screening bine
stabilite are o importanta extrem de mare.

Importanta si actualitatea tezei consta in faptul ca patologia neoplazica a
tesuturilor moi orale reprezintd o problema de importanta globala, incidenta acestei boli fiind
in continua crestere iar prezentarea la medic in stadii finale a devenit comuna. Aceasta teza
de doctorat are o relevanta deosebita atat la nivel national, cat si european, deoarece
abordeaza probleme legate de dezvoltarea si aplicarea unor terapii inovative cu mare impact
asupra eficientei si calitatii diagnosticului Tn domeniul medical. La ora actuald sunt
promovate la nivel international tehnologiile minim invazive, nedureroase si cu eficienta
maxima.

Obiectivele propuse spre rezolvare in cadrul acestei teze vizeaza optimizarea
metodelor de identificare precoce a displaziilor si carcinoamelor orale. Obiectivele specifice
ale tezei s-au orientat spre studiul Tmbunatatirii preventiei in medicina dentara prin
diagnostic precoce neinvaziv cu ajutorul tehnicii Optical Coherence Tomography (OCT) en-
face, autofluorescentei (sistemul Velscope), microARN-urilor salivare, PET/CT-ului, laser
Doppler flowmetria comparativ cu metodele conventionale (analiza histopatologica).

Pentru un numar mare de neoplasme oro-faciale sunt cunoscute anumite stari
precanceroase, depistarea acestora si tratarea lor realizand de fapt profilaxia neoplaziei.
Introducera tehnicii OCT ar conduce la o simplificare a evaluarii periodice a potentialilor
subiecti, evitarea biopsiilor inutile, cu reducerea complicatiilor si riscurilor acestor manevre
terapeutice invazive.

Ca atare, prezenta tezd si-a propus investigarea abilitatii acestor tehnici pentru
detectia leziunilor premaligne si maligne din sfera oro-faciala. S-au utilizat un prototip OCT
en-face (1300 nm) si un prototip OCT Spectral (810 nm) existente in cadrul Facultatii de
Medicina Dentara din Timisoara alaturi de un sistem OCT Swept Source pus la dispozitie de
echipa de cercetare de la Universitatea Kent (UK), care si-a exprimat acordul colaborari in
acest proiect de cercetare. De asemenea, s-a utilizat sistemul Velscope pentru evaluarea
autofluorescentei tisulare, s-a evaluat expresia salivara a unui panel de miARN-uri in
vederea stabilirii potentialului lor ca biomarkeri non-invazivi si s-a evaluat fezabilitatea
PET/CT-ului pentru diagnosticul si monitorizarea terapiilor din cancerul oral. Laser Dooppler
flowmetria s-a utilizat pentru evaluarea fluxului sangvin gingival si pentru monitorizarea
vindecarii zonelor identificate ca fiind inflamate. Rezultatele obtinute mult mai rapid prin
aceste metode ar putea permite initierea precoce si aplicarea unor terapi minim invazive.



PARTEA GENERALA

1. DATE ESENTIALE DESPRE PATOLOGIA TESUTURILOR
MOI ORALE

Prevalenta cancerului oral este de doua, trei ori mai mare la barbati decat la femei
pentru majoritatea grupurilor etnice [http://seer.cancer.gov/ statfacts/html/oralcav.html].
Rapoartele de la nivel global, grupeazad cancerele din toate regiunile cavitatii orale si
faringelui si impreuna ocupa locul sase al celor mai comune cancere din lume. Zonele care
sunt in mod specific caracterizate de incidenta crescuté a cancerului oral sunt Asia de Sud si
Sud-Est (Sri Lanka, India, Pakistan and Taiwan), aria Europei de Vest (Franta) si Est
(Ungaria, Slovacia and Slovenia), America Latina si insulele Caraibe (Brazilia, Uruguay si
Puerto Rico) si regiunile Pacificului (Papua Noua Guinee si Melanezia). Cancerul oral este o
patologie care poate fi prevenita, intrucat factorii de risc majori (fumatul si alcoolul) sunt
prezenti in 90% din cazuri, avand inclusiv un efect sinergic. Printre factorii de risc ai acestei
patologii se intélneste si HPV (asociat in mod principal cu carcinomul orofaringelui) si
radiatiile ultraviolete. Existd studii stiintifice care au demonstrat diferente intre flora
microbiana a indivizilor sanatosi si cea a celor cu CSCO si prin care se sugereaza o
asociere intre cancerul oral/faringian si incarcatura bacteriana (ex. lgiena orala deficitara,
status dentar precar, parodontita marginala cronica). Exista studii epidemiologice care au
demonstrat ca o dietd bogata in legume si fructe, cu continut redus de produse animale se
asociaza cu un risc redus de a dezvolta cancer oral sau faringian. Pacientii care au suferit
transplante de organe sau pacientii HIV-pozitivi prezinta un indice mai crescut la cancerelor
de buza, cavitate orala si faringe decéat restul populatiei. In literatura de specialitate nu exista
un acord in acest sens insa exista studii care atesta ca in unele zone din Taiwan, cu rate
alarmant de crescute ale cancerului oral, s-au observat concentratii crescute de metale grele
carcinogenetice (arsenic, crom, nichel) De-a lungul timpului s-au raportat asocieri intre
cancerul oralffaringian si diverse ocupatii (ex. pictura, metalurgia, operator masinarii,
tamplarie, constructii etc). Exista un risc crescut de HNSCC pentru pacientii cu aumite
conditii ereditare, incluzénd discheratoza congenitala, anemia Fanconi si sindromul Bloom.

Cel mai probabil carcinogeneza incepe cu transformarea unui numar limitat de
keratinocite normale. Aceasta transformare poate fi exprimata prin modificari citogenetice si
procese epigenice care altereaza progresia ciclului celular, a mecanismelor de reparatie
ADN, a diferentierii si apoptozei celulare, care pot fi cauzate de mutatii accidentale prin
expunerea la o varietate de factori biologici sau carcinogeni sau pur si simplu prin erori
aparute in procesul de reparatie al ADN-ului, rezultdnd astfel un keratinocit instabil,
conducand la un cadmp pre-carcinogenic si la modificari maligne, puténd transmite aceste
alterari clonelor lor. Cele mai comune leziuni ale epiteliului care pot fi depistate si care au
potential de malignizare sunt leucoplazia si eritroplazia.

Cele mai comune zone de prezentare ale cancerului oral sunt limba (fata ventrala si
laterala, 40% din cazuri), planseul (30% din cazuri) si buza inferioara®. Tn timpul examenului
clinic indiferent de gradul de accesibilitate la cavitatea orala, cancerul oral se
diagnosticheaza de cele mai multe ori in stadii avansate. Cele mai comune motive pentru
acest lucru sunt erorile initiale de diagnostic, lipsa de pregatire a clinicienilor sau ignoranta
pacientilor, care scad evident sansele de supravietuire in pofida strategiilor terapeutice
avansate.



2. TEHNICI NON-INVAZIVE DE DEPISTARE $I1 DIAGNOSTIC AL
LEZIUNILOR PATOLOGICE DIN SFERA ORO-FACIALA

COE, incluzéand inspectia vizuala si palparea, reprezinta metodele de rutina ale
screeningului pentru leziunile orale. Cu toate acestea, leziunile subtile pot trece
neidentificate, diagnosticul diferential intre leziunile benigne, premaligne si maligne
fiind ingreunat. S-a raportat ca displazia sau carcinomul microinvaziv pot avea loc in
mucosa care clinic pare sdnitoasi®®.

in prezent, biopsiile orale cu evaluare histologica, raman standardul de aur
pentru diagnosticul oral al APM-urilor. Cu toate acestea, cat timp este invaziva, unii
pacienti pot sa nu accepte aceasta investigatie, mai ales cand leziunea pare “normala”.
Aditional, variabilitatea intra si intre-observatori si subiectivismul sunt foarte comune in
diagnosticul APM-urilor si cancerului oral. Rezultatele pot fi afectate de dimensiunea si
profunzimea biopsiei, calitatea specimenului, de tehnicile de fixare si de congelare si
de experienta anatomo-patologului®®.

Prin urmare, sunt necesare tehnici non-invazive de depistare a APM-urilor orale.
In acest sens, in ultimele decenii, s-au dezvoltat o gama larga de tehnici non-invazive.
Cu toate acestea, este dificil pentru clinicieni sa decida care instrument diagnostic este
cel mai adecvat si util pentru screeningul APM-urilor.

Tehnicile de diagnostic non-invazive ce pot fi utilizate pentru identificarea APM-
urilor se Tmpart in patru categorii: colorarea vitala cu solutii care pot fi utilizate sub
forma de apa de gura sau care se aplica direct pe zona suspecta; sisteme de detectie
bazate pe lumina; tehnici de diagnostic optic care folosesc semnale optice returnate ce
reflecta modificari morfologice si structurale ale tesuturilor si markeri salivari.

PARTEA SPECIFICA

3. PROTOTIPURI DE SISTEME OCT

Evolutia OCT-ului in ultimele decenii a facut ca aceasta tehnica sa devina o
puternici modalitate imagistica pentru structurile transparente si translucide'®"'%. OCT-ul se
bazeaza pe interferometrie de coerenta joasa (LCI), prin care se pot obtine cuantificari la
scari micronice. Un sistem LCI se bazeaza pe interferometria cu doua fascicole.

3.1. EN-FACE TIME DOMAIN OCT (TD-OCT)

Colectarea mai multor A-scan-uri din diverse pozitii transversale adiacente
genereaza imagini B-scan. Liniile din reteaua generata corespund A-scan-urilor si sunt
orientate de-a lungul coordonatei de profunzime. Imaginile B-scan pot fi produse si din T-
scan-uri la diferite profunzimi. In cazul acestor T-scan-uri, scanner-ul transversal produce
liniile rapide din imagine, controland fie scanner-ul transversal de-a lungul axei coordonate X
(orizontala), de-a lungul axei de coordonate Y (verticala) sau de-a lungul unui unghi polar 6,
in timp ce celelalte doua dispozitive de scanare ramén fixe. Aceasta procedura are un
avantaj clar in comparatie cu procedura A-scan bazata pe B-scan-uri, intrucat permite
producerea imaginilor OCT transversale (sau en-face) pentru o cale de referinta fixa; astfel
de imagini se numesc C-scan-uri.

Procedura de scanare este similara cu cea utilizata in orice microscop confocal,
in care scanarea rapida este en-face (linie etalon, utilizdnd un scanner galvanometric
SX) si cadrul de scanare este mult mai redus (la o frecventad de imagine, utilizédnd
scannerul galvanometric SY).



In imaginile prezentate in acest manuscris, nu s-a folosit nici o alta modulatie de faza
in afara celei introduse de scannerul galvanometric, determinand astfel linia din rastru.

3.2. SPECTRAL DOMAIN OCT (SD-OCT).

in SD-OCT se masoara spectrul semnalului de iesire al LCI. O transformare Fourier
a spectrului achizitionat livreaza o imagine A-scan, fara nicio miscare a bratului de referinta.
Datorita faptului ca toate profunzimile sunt obtinute intr-o masuratoare, atat viteza de
generare a imaginilor B-scan céat si raportul semal-zgomot se imbunatatesc dramatic in
comparatie cu TD-OCT. Un neajuns al SD-OCT este acela ca nu poate asigura o productie
rapida a imaginilor en-face sau o adancime de patrundere axiala mai mare decat a celor
obtinute cu TD-OCT. SD-OCT poate fi implementat in doua moduri: swept source OCT (SS-
OCT) si bazat pe camera sau pe spectrometru (Sp-OCT). in unele publicatii de specialitate,
una sau ambele metode sunt mentionate ca metode Fourier Domain OCT. Ambele metode
au fost utilizate pentru realizarea unor dispozitive OCT asamblate de catre grupul nostru,
prezentand mai departe rezultatele obtinute folosind principiul SS-OCT.

3.3. REZULTATE CLINICE
Supraolicitarea ocluzala reprezintd o ingrijorare majora pentru medicii dentisti datorita
consecintelor sale de nedorit, care includ uzura dentard excesiva (atritia patologica si
abfractiile), fractura coroanei si/sau radacinii, esecul restaurarilor protetice si afectiuni ale
articulatiei temporo-mandibulare. in astfel de cazuri este esentiald stabilirea unui diagnostic
precoce. Grupul nostru a demonstrat cd OCT-ul reprezintd o alternativa promitatoare si
neinvaziva de depistare precoce si monitorizare a surasolicitarii ocluzale in cazul pacientilor
bruxomani'®. En-face TD-OCT-ul si microscopia cu fluorescentd au fost utilizate pentru
investigarea uzurii dintilor anteriori ai unor pacienti tineri cu bruxism activ (puternic,
inconstient si cu frecare ritmica sau/si strangerea din dinti in timpul zilei sau in timpul
somnului, cauzat in principal de nivele crescute de stres emotional si de interferente
ocluzale din timpul miscarilor protruzive sau de lateralitate). Dintii au prezentat uzura
patologica de gradul intai stabilita printr-un index de uzura (TWI), care a fost propus de
Smith and Knight in 1984 pentru stabilirea uzurii celor patru suprafete dentare vizibile. in
studiul nostru indicele TWI a fost egal cu 1 (prezentdnd pierderea caracteristicilor de
suprafata ale smaltului fara expunerea dentinei, cu o pierdere minima a formei). Combinarea
informatiilor colectate prin investigatia OCT si prin microscopie cu fluorescenta au condus la
descoperire unui patern caracteristic de fisuri ale smaltului care au ajuns la suprafata
dentara.

En-face TD-OCT a fost utilizat si pentru investigarea dintilor anteriori cu o morfologie
coronara normala (fara atritie patologica), care au provenit atat de la pacienti cu bruxism
activ de gradul 1 diagnosticati utilizand dispozitivul BiteStrip cat si de la pacienti fara
parafunctii. Grupul nostru de cercetare a realizat descrierea caracterizarilor microstructurale
ale abfractiilor prin en-face TD-OCT. Acest instrument pare promitator in examinarea calitatii
structurale al obturatiilor dentare, precum si in evaluarea calitatii tratamentelor endodontice si a
obturatiilor de canal. Intr-un studiu preliminar, s-a identificat caracterizarea microstructurala
a discului temporo-mandibular prin utilizarea ambelor sisteme OCT, si anume en-face TD-
OCT si SD-OCT. Sistemul en-face TD-OCT sistem prezentat in Figura 1 a fost de asemenea
utilizat in studiile noastre pentru evaluarea conexiunii dintre bracketii ortodontici si structura
dentara. Calitatea inserarii implanturilor poate fi investigata analizénd interfata dintre implant
si 0s. S-au initiat douad studii de simulare numerica si amprente tensionale. Ambele au
demonstrat ca en-face TD-OCT este capabil sa evalueze morfologia interfetelor dintre
implant si os. Comutarea secventiala si rapida dintre regimul en-face si cel al sectiunilor
transversale, specifica pentru tehnologia en-face TD-OCT reprezinta un avantaj semnificativ
in investigarea non-invaziva a restaurarilor protetice dentare.

Cateva variante de probe de mana pentru scanarea OCT au fost dezvoltate de
grupul nostru, din dorinta de a le face cat mai usoare, simple si ieftine posibil. Am



demonstrat ca aceste probe se pot construi aproape in intregime din piese universale si ca
pot avea un design ergonomic.

O proba de méana dezvoltata de grupul nostru este deja utilizata intr-un studiu in vivo in
desfasurare intr-un mediu clinic. Dezvoltarea probelor de méana face parte din efortul nostru de a
extinde investigatiile clinice de la ex vivo la in vivo.

3.4 CONTRIBUTII PROPRII PRIVIND DIAGNOSTICUL NON-INVAZIV AL

PATOLOGIEI ORALE UTILIZAND TOMOGRAFIA iN COEREN'[A OPTICA

SCOP

Scopul acestui studiu a fost acela de a evalua si compara caracteristicile oferite de
investigatia OCT 1in asociere cu micro-CT-ul in vederea stabilirii diagnosticului precoce al
patologiei maligne orale. in acest sens s-au folosit probe de tesut oral atat proaspete cat si
plastinate iar validarea s-a realizat prin examen anatomo-patologic.

PARTE EXPERIMENTALA

Au fost colectate 12 biopsi de la nivelul tesuturilor orale ale pacientilor spitalizati in
Clinica de Chirurgie Oro-Maxilo-Faciald din Timisoara. Biopsia incizionala s-a realizat de
catre acelasi chirurg, care a recoltat o proba de tesut sanatos din aproprierea leziunii
suspecte si o proba de tesut de la nivelul leziunii suspecte de CSCO. Biopsia excizionala s-a
realizat conform protocolului standard iar jumatate din ea a fost directionata catre anatomo-
patolog, in timp ce cealaltd jumatate a fost directionata catre investigarea OCT si Micro-CT.
Probele de tesut au fost depozitate in recipiente sterile si au fost pastrate in formalina 10%
tamponata.

Investigatia OCT a fost realizatd in aceeasi zi cu excizia biopsica pentru toate
cazurile si pentru toate probele de tesut. Pentru imagistica OCT s-a utilizat un prototip OCT
en-face lucrand in Time Domain Mode la 1300 nm. Rezolutia transversala si in profunzime a
fost de 10 -15 pym (in aer). Probele au fost plasate la o distanta confortabila de 2.5 cm.
Probele au fost pozitionate pe un support si determindrile au fost realizate de aceeasi
persoana pentru toate probele, in toate cazurile. Pentru asigurarea unei co-registrari de
acuratete a probelor supuse la investigatia OCT s-a utilizat fotografia digitala.

Toate probele au urmat procesul de plastinatie, si au fost re-examinate atat cu
sistemul OCT cat si cu Micro-CT-ul.

Validarea determinarilor OCT se va realiza prin imagini de microtomografie
computerizata cu radiatie synchrotron (Micro-CT) (Syncrotron —Radiation Micro-CT Elettra,
Trieste ce utilizeaza evaluarea cu fotoni, mult mai puternica si mai exacta decat sistemele
clasice de Micro-CT) si prin interpretari histologice.

REZULTATE

Imaginile obtinute de la probele de tesut sanatoase au demonstrat o structura uniforma a
tesutului investigat fara nici un semn de modificari anormale ale morfologiei lor. A fost posibila
identificarea aspectelor de interes cum ar fi stratul keratinizat, stratul epitelial, membrana bazala si
lamina propria. Arii de CSCO de la nivelul mucoasei bucale au fost identificate in imaginile
OCT ale probelor patologice. S-au putut observa intreruperi ale membrane bazale, un strat
epitelial extrem de variabil in grosime, cu arii de eroziune si invazie epiteliala la nivelul
straturilor subepiteliale. Pentru probele de tesut plastinate a fost posibila o mai buna
interpretare a morfologiei tisulare, putand obtine si o interpretare mai buna a imaginilor OCT.
Reconstructia 3D s-a obtinut de catre membrul grupului nostru de cercetare de la Ancona
utilizand un software specific, cum ar fi X-TRACT, ImageJ, etc. Datoritd absorbtiei reduse de
radiatii X a tesuturilor moi nemineralizate si a lipsei unor agenti de contrast utilizarea
imagisticii radiografice bazate pe topografie a unor probe biologice mici a fost limitata.

In urma examenului anatomo-patologice s-a confirmat diagnosticul de carcinom
scuamos celular oral la toate probele investigate. Datoritd diferentelor dintre cele doua
tehnici diagnostice, nu toate caracteristicile obtinute prin rezultatul histopatologic au putut fi
comparate cu rezultatele obtinute din investigarea OCT.



CONCLUZzII

Acesta este un studiu preliminar prin care s-au comparat caracteristicile oferite de
investigatia OCT si micro-CT. In conditile prezentului studiu, OCT s-a dovedit a fi o
modalitate imagistica rapida, in timp real, 3-D si non-invaziva extrem de promitatoare
pentru diagnosticul malignitatilor orale. Plastinatia se poate utiliza pentru imbunatatirea
imaginilor optice ale probelor de tesut moale oral datorita cresterii contrastului si stabilitatii
acestora, usurintei de manipulare si posibilitatii de a face determinari repetate.

4. CONTRIBUTII PROPRII PRIVIND DIAGNOSTICUL NON-
INVAZIV AL PATOLOGIEI ORALE UTILIZAND
AUTOFLUORESCENTA TESUTURILOR

SCOP

Obiectivele acestui studiu au fost: (i) evaluarea capacitati VELscope-ului de a
vizualiza leziunile orale cu potential malign sau maligne; (ii) acuratetea diagnosticului,
sensibilitatea si specificitatea metodei, validand datele prin examen histopatologic — care
reprezinta standardul de aur.

MATERIAL $I METODA

in prezentul studiu, 10 pacienti internati in Spitalul Clinic Municipal de Urgente
Timisoara, Sectia de Chirurgie Maxilo-Faciala, au fost evaluati prin examinare orala
conventionala (EOC) urmata de evaluare vizuala directa a fluorescentei (EVDF) utilizdnd
sistemul VELscope. Zonele suspecte clinic la EOC sau cu EVDF pozitiva (pierdere vizuala a
fluorescentei (PVF)) au urmat biopsie chirurgicald. Asocierea dintre EOC si EVDF s-a
evaluat si comparat cu analiza histopatologica.

De-a lungul studiului, toate examinarile vizuale si tactile intra-orale urmate de
examinarile fluorescentei au fost realizate de acelasi clinician. Toti subiectii au urmat o
inspectie a urmatoarelor zone: buze, mucoasa bucala si labial, partea dorsala, ventral si
zonele laterale ale limbii, palatal moale si palatal dur, uvula si orofaringele.

REZULTATE

Rezultatele histopatologice care au prezentat malignitate invaziva au fost considerate
pozitive. Opt cazuri la care biopsiile au confirmat leziunile maligne au fost detectate initial
prin EOC si EVDF (adevarat pozitive). Doar un caz cu rezultat negativ al biopsiei (fiind vorba
de o leziune premaligna) nu a fost in concordantd cu EOC si EVDF (fals pozitiv). in timp ce o
leziune consideratd non-malignd in urma investigarii cu VELscope-ul si cu EOC a fost
confirmata si de rezultatul anatomo-patologic (adevarat negativ).

Examinarea histologica a acestor leziuni a aratat ca sistemul VELscope a prezentat o
sensibilitate de 100% si o specificitate de 50% in discriminarea mucoasei normale de
carcinomul in situ (CIS) sau de carcinomul invaziv, atunci cadnd a fost comparat cu
histopatologia. Valoarea predictiva pozitiva a fost de 88.89% iar cea negativa de 100% (95%
ClI).

CONCLUZII

Am descoperit ca sistemul de EVDF directa folosit in studiul nostru nu poate inlocui
in totalitate procedura de analiza histopatologica, care inca reprezinta standardul de aur. Cu
toate acestea, si-a dovedit complet utilitatea pentru examinarea clinica, pentru monitorizarea
leziunilor orale si inainte de realizarea biopsiilor. De aceea, acest aparat poate adauga
sensibilitate examinarii tesuturilor orale si poate fi o0 metoda adjuvanta eficientd in cazul
pacientilor cu risc crescut.



5. CONTRIBUTII PROPRII PRIVIND DIAGNOSTICUL NON-
INVAZIV AL PATOLOGIEI ORALE UTILIZAND MICROARN-
URILE SALIVARE

SCOP

Scopul acestui studiu, a fost acela de a valida expresia salivara a unui panel de 5 molecule
microARN, identificate in urma unui screening al literaturii de specialitate. Acestia au fost evaluati
ca potentiali biomarkeri non-invazivi atat in diagnosticul CSCO, cat si pentru monitorizarea
terapiilor acestui tip de patologie.

MATERIAL $I METODA

Probele biologice au fost colectate de la pacienti inainte de biopsie. Au fost
investigati un numar de 8 pacienti, dintre care: 4 cu diagnostic de CSCO spitalizati la Spitalul
Clinic Municipal de Urgente Timisoara, Sectia de Chirurgie Maxilo-Faciala, constituind grupul
de studiu si 4 pacienti sanatosi alcatuind grupul control. Informatia clinic-patologica a
pacientilor inclusi in cele douad grupuri s-a obtinut din dosarele lor medicale. Pacientii (cu o
varstd medie de 61 ani) si indivizii din lotul control (cu o varstd medie de 66 ani) au fost
rugati sa se abtina de la mancat, baut si periat pe dinti o ora inainte de a li se recolta 2 ml de
saliva; fiecare proba a fost mixatd cu 1 ml reactiv RNAlater® Solution (Ambion™) si
depozitat la — 20°C pana la utilizarea ei ulterioara. A urmat izolarea ARN-ului si cunatificarea
microARN-urilor.

Dupa ce s-a verificat daca valorile Ct normalizate sunt distribuite normal, s-a utilizat
un two tails student t-test heteroscedastic pentru a stabili daca nivelul expresiilor microARN
este seminificativ diferit in saliva pacientilor cu CSCO Tn comparatie cu grupul control.

REZULTATE

Cu exceptia miR-181b, toate moleculele microARN investigate s-au dovedit a avea
expresii neregulate in saliva pacientilor cu CSCO. hsa-miR-137 s-a dovedit a fi
supraexprimat in saliva pacientilor cu CSCO in timp ce, hsa-miR-205 s-a dovedit a fi
puternic subexprimat. De asemenea, a fost confirmata activarea expresiei hsa-miR-127-5b si
o puternica subexprimare a hsa-miR-375 in saliva pacientilor cu CSCO. In prezentul studiu,
nivelul expresional al hsa-miR-181 nu a fost gasi a fi modificat in saliva. Puterea statistica a
testelor noastre este destul de limitatd si analiza t-test nu a demonstrat nici o semnificatie
statistica, fapt ce era de asteptat, dat fiind dimensiunea mica a celor doua grupuri.

CONCLUZII $1 DIRECTII VIITOARE

In lumina articolelor publicate anterior si a prezentului studiu preliminar, putem
considera ca aceste molecule, pot detine un rol important in patogeneza tumorala orala.
Utilizarea moleculelor microARN ca si potentiali biomarkeri in probele de saliva reprezinta o
analiza non-invaziva promitatoare pentru evaluara riscului de malignitate orala, ce poate
adauga valoare rezultatului histo-patologic.

6. CONTRIBUTII PROPRII PRIVIND VALOAREA
PROGNOSTICA A PET/CT-UL IN DIAGNOSTICUL NON-
INVAZIV AL PATOLOGIEI ORALE

SCOP

in acest capitol s-a evaluat utilitatea tehnologiei PET pentru: identificarea bolii
recurente in etapa post-tratament, evaluarea raspunsului dupa terapia chimio-iradianta, a
metastazelor la distantd sau a tumorilor primare aparute dupa un alt proces tumoral precum
si a tumorilor primare necunoscute. S-au discutat inclusiv limitarile PET pentru depistarea



ganglionilor oculti alaturi de noile dezvoltari in aceasta tehnica imagistica care poate avea
impact pe viitor in diagnosticul si tratamentul CSCO.

MATERIAL $I METODA

in raport cu datele din literatura de specialitate am incercat s exemplificam abilitatea
acestei modalitati de diagnostic prin selectarea unui caz al unui pacient care a solicitat
clarificarea stadiului sdu actual vis-a-vis de leziunea si diagnosticul initial.

REZULTATE

DETECTAREA LEZIUNILOR RECURENTE

Evaluarea bolii recurente dupa terapia HNSCC a fost una dintre cele mai raspandite
aplicatii ale FDG-PET. Scanurile FDG-PET realizate la intervale precoce de la terapie pot
conduce la rezultate false datorita efectelor inflamatorii generate de terapia chimio-iradianta
sau iradianta.

PET/CT PENTRU PLANIFICAREA IMRT

Recent s-au realizat dezvoltari tehnologice pentru planificarea terapiei iradiante cu
intensitate modulata (IMRT) prin utilizarea PET/CT. Aceste descoperiri prezinta dovezi
conflictuale in ceea ce priveste utilitatea PET/CT in comparatie cu CT-ul cu contrast
conventional atunci cand se iau in considerare obtinerea volumului targetat brut (GTV) si
planificarea IMRT.

METASTAZE LA DISTANTA SI CARCINOM PRIMAR SECUNDAR

FDG-PET reprezinta o aplicatie exceptionald pentru stadializarea initiala intrucéat
poate oferi o imagine de ansamblu a metastazelor la distanta, a metastazelor de la nivelul
nodulilor limfatici, a potentialelor carcinoame primare la distanta si chiar a carcinoamelor
primare.

CARCINOM PRIMAR NECUNOSCUT

In cazurile cu carcinom primar necunoscut descoperite prin examinare clinica,
laringoscopie clinica si imagistica in sectiuni transversale (CT sau RMN) se recomanda in
general ca pacientii sa fie supusi si scanarii PET/CT inainte de biopsiere. Poate fi util pentru
ghidarea intraoperatorie a biopsierii prin identificarea zonelor cu absorbtie crescuta pe
imaginile PET/CT. Poate fi sugestiv pentru localizare, profunzime si agresivitate. Pentru
aproximativ 25% dintre pacienti, scanarea PET/CT poate ajuta la stabilirea corecta a site-
urilor primare. Un factor critic pentru identificarea de acuratete a malignitatilor primare
necunoscut, ramane expertiza clinica a examinatorului.

METASTAZE NODULARE OCULTE

Datorita sensibilitatii limitate a PET/CT, nu se recomanda utilizarea lui pentru
identificarea metastazelor nodulare limfatice oculte.

VALOAREA PROGNOSTICA A SCANARII PET

Exista dovezi ca valoarea de absorbtie standardizata (VAS) maurata prin FDG-PET
pentru HNSCC poate avea valoare prognostica. Nivelul VAS pentru scanurile PET care
identificd boala recurenta a fost corelat puternic atat cu rata de supravietuire generala cat si
cu lipsa recidivei**. Pacientii cu VAS mai mare de 6 au prezentat o perioada de 2 ani far&
recidive de doar 10%, In timp ce pacientii cu VAS mai mic ca 2 au avut o supravietuire fara
recidive de 85%.

NOI INDICATORI RADIO-ACTIVI PENTRU PET

PET reprezinta o tehnica care poate identifica emisia positronilor de la o varietate de
izotopi radioactivi incluzand carbon-11, oxygen-15, si nitrogen-13, aditional lui fluorine-18.
Unii indicatori au prezentat potential crescut in localizarea selectivd a tumorilor maligne®.
Un acid amino-carbonic (11C-metionin) poate fi utilizat ca marker surogat pentru
metabolismul proteic, avand un potential extrem de specific pentru localizarea tumorilor. 18-
Fluorothy-midline (FLT) este fosforilat de kinaza timidinica capabila sa replice sinteza ADN.
FLT este corelat in general cu proliferarea tumorala demonstrand rezultate incurajatoare.



CONCLUZzII

FDG-PET reprezinta o tehnica extrem de acceptatd in evaluarea HNSCC. Cu toate
acestea, deocamdata, nu poate fi consideratd ca substituent pentru examinarea clinica si
endoscopica atenta. PET/CT reprezinta un instrument extrem de util pentru depistarea HNSCC
recurent. In aceste cazuri, PET este moderat specific, dar foarte sensibil. Valorile predictive
negative sunt crescute, fapt considerat reconfortant atat pentru clinician, cat si pentru pacient.
Valorile predictive pozitive sunt mai reduse datorita rezultatelor fals pozitive datorate infectiilor,
inflamatiilor, biopsiilor sau zonelor post-tratament. Pentru scanarea PET/CT este recomandat un
interval de 3 luni sau mai mare dupa finalizarea terapiei iradiante. O aplicatie controversata
pentru PET/CT rémane planificarea terapiei iradiante cu intensitate modulata. in aproximativ
20% din cazuri poate fi utilizat in identificarea zonelor cu al doilea carcinom primar sau cu
metastaze la distanta. PET nu este recomandat in depistarea nodulilor oculti. Indicatorii radio-
activi recenti pot fi utili in identificarea, pe un scan PET/CT, a zonelor de hipoxie, a
metabolismului proteic, a replicarii ADN si a altor procese legate de malignitate.

7. CONTRIBUTII PROPRII PRIVIND DIAGNOSTICUL NON-
INVAZIV AL PATOLOGIEI ORALE UTILIZAND LASER
DOPPLER FLOWMETRIA

SCOP

Acest studiu are ca scop evaluarea valorilor FSG in cazul pacientilor cu gingivita pe o
perioada de 14 zile utilizand LDF.

MATERIAL SI METODA

in studiu au fost inclusi 10 pacienti (7 femei si 3 barbati) cu varste cuprinse intre 20 si
30 de ani. Inregistrérile FSG s-au realizat de la nivelul a 20 de zone sanatoase, acestea
reprezentand grupul control si de la nivelul a 20 de zone cu gingivita moderata,
reprezentand grupul cu gingivita.

Studiul a fost impartit in 4 etape: 1) evaluarea determinarilor LDF inainte de initierea
oricarui alt tratament (pentru ambele grupuri); 2) re-evaluarea determinarilor LDF la 24 h; 3)
re-evaluarea determinarilor LDF la 7 zile si 4) re-evaluarea determinarilor LDF la 14 zile de
la terapia initiala pentru grupul cu glng|V|ta in sedintele doi, trei si patru (la 24 h, la 7 zile si
la 14 zile), s-au realizat re-evaluarile determinérilor LDF pentru grupul Cu gingivita.

REZULTATE $I ANALIZA STATISTICA

Determinarile LDF (initial, la 24 h, la 7 zile si la 14 zile) au fost observate si analizate
din punct de vedere matematic utilizdnd soft-ware-uri de analiza dedicate, MoorSoft
Windows®/ MoorLAB, v2.01. S-a putut observa o crestere evidentd a FSG la 24 h sila 7 zile
comparativ cu valorile din grupul control. Dupa 7 zile valorile tind sa scada insa tot nu ating
punctual initial. Doar dupa 14 zile FSG s-a imbunatatit in comparatie cu valorile initiale ale
determinarilor LDF si s-au apropiat de valorile grupului control. Pentru verificarea diferentelor
dintre valorile FSG s-a aplicat analiza masuratorilor repetate One-Way ANOVA. Valorile
initiale ale celor doua grupe au fost comparate si s-a observant o diferenta semnificativ
statistics (p<0.01) intre cele doua grupuri. Insa dupa 14 zile valorile FSG nu mai prezinta
diferente semnificativ statistice cand sunt comparate cu grupul control (Tabel 12).

CONCLUzII

O perioada de cel putin 14 zile ar trebui luatd in considerare inainte de instituirea
unui tratament protetic cu caracter de lunga durata in aceste zone. Cu toate acestea, LDF s-
a dovedit a fi un instrument util, non-invaziv, sensibil, reproductiv si nedureros pentru
masurarea fluxului sangvin uman la om.



lll. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Introducerea tehnicii OCT ar conduce la o simplificare a evaluarii periodice a
potentialilor subiecti, evitarea biopsiilor inutile, cu reducerea complicatiilor si
riscurilor acestor manevre terapeutice invazive.

Am demonstrat ca studii complementare sunt posibile prin combinarea OCT-ului cu
metode mai traditionale, cum ar fi microscopia confocalad si micro-CT-ul. in viitorul apropriat,
datorita limitarilor atunci cand sunt luate in considerare separat, se astepteapta evolutia
combinarii  principiilor. Pentru moment, implementarea combinarii pricipiilor TD si
interferometriei SD este inca costisitoare, insa odata implementata, rezultatele obtinute
prezintd potential in termeni de obtinere a imaginilor en-face simultan sau in termeni de
extindere a bandei axiale pentru metoda SD. Se pot identifica aplicatii de nisa, initial pentru
dispozitivele de scanare de mana iar apoi in catetere axiale lungi ce ar putea fi utilizate in
sistemul endodontic. Cateva variante de probe de méana pentru scanarea OCT au fost
dezvoltate de grupul nostru, din dorinta de a le face cat mai usoare, simple si ieftine posibil.
Am demonstrat ca aceste probe se pot construi aproape in intregime din piese universale si
ca pot avea un design ergonomic. O proba de mana dezvoltata de grupul nostru este deja
utilizata intr-un studiu in vivo intr-un mediu clinic. Dezvoltarea probelor de méana face parte
din efortul nostru de a extinde investigatiile clinice de la ex vivo la in vivo.

Am stabilit de asemenea eficienta sistemului VELScope pentru a oferi o delimitare
simpla si avantajoasa din punct de vedere al costurilor pentru marginile leziunilor investigate,
demonstrandu-si totodata capacitatea de a identifica displaziile si leziunile canceroase
incipiente. Este util in examinarea clinica, in monitorizarea leziunilor orale si fnainte de
realizarea biopsiilor. Acest aparat poate adauga sensibilitate examinarii tesuturilor moi si
poate reprezenta un adjuvant eficient pentru monitorizarea pacientilor cu risc crescut.

Alterarea expresiei pattern-ului miARN este o descoperire comuna in geneza
tumorald a CSCO. Cateva miARN-uri alterate, ca si cele identificate in studiul din aceasta
teza, par a juca un rol critic in initierea si progresia CSCO functionand fie ca oncogene fie ca
supresori tumorali. In lumina articolelor publicate anterior si a studiului preliminar din acesta
teza doctorala, putem aprecia cad miARN-urile pot detine un rol important in patogeneza
tumorald orala. Identificarea biomarkerilor miARN in probele de saliva reprezinta o
analiza non-invaziva promitatoare pentru evaluarea riscului la malignitate orald, ce poate
adauga valoare rezultatului histologic.

PET/CT-ul reprezintda o aplicatie exceptionald pentru stadializarea initiala fiind
rezervat de obicei pentru afectiunile avansate in vederea evaluarii metastazelor la distanta si
a afectiunilor recurente si/sau reziduale. Imagistica PET este cel mai bine utilizata in
combinatie cu examinarea clinica si fizica a unui cadru medical cu experienta. FDG PET/CT
prezintd o acuratete diagnostica excelenta pentru depistarea metastazelor la distanta,
poate fi utilizat pentru evaluarea raspunsului la tratament si ofera informatii valoroase legate
de prognosticul pacientilor cu cancer al cavitétii orale. Aceasta tehnica reprezinta astfel o
metoda imagistica valoroasa pentru _managementul CSCO si_pentru__prognosticul
rezultatelor.

Evaluarea sanatatii parodontiului marginal prin tehnica LDF prezentata in acesta
tezd doctorald este simpla si igienica, faciliteaza reproductibilitatea iar artefactele sunt
minimalizate. LDF s-a dovedit a fi un instrument util, non-invaziv, sensibil, reproductiv si
nedureros pentru masurarea fluxului sangvin uman.

Cercetarea pe viitor poate fi directionatd spre stabilirea unor standarde practice
clinice pentru examenele de depistare precoce a acestor leziuni. in prezent, tehnicile
vizuale inovative prezentate in acesta teza doctorala prezinta rezultate promitatoare,
insé nu au inca dovezi stiintifice pe un numar mare de pacienti si studii multicentice care sa
sustina eficienta lor in diagnosticarea precoce a cancerului oral. Utilizarea lor in clinica
practica se poate face ca si metoda adjuvanta insa diagnosticul de certitudine va fi obtinut
prin interpretarea histopatologica a probei biopsice, ce ramane standardul de aur pentru
cancerul oral. Limitarile acestor tehnici, care constituie un obstacol pentru utilizarea lor pe




scara larga, includ lipsa unor trialuri clinice metodologice de buna calitate, corelarea lor cu
alterarile histologice si impactul pe care aceste tehnici il au asupra ratei de supravietuire a
pacientului si a riscului de dezvoltare a bolii recurente.

Impactul generat de aceasta teza doctorala se va rasfrange asupra promovarii Si
dezvoltarii cunoasterii stiintifice in vederea optimizarii serviciilor de sanatate pentru cetatenii
europeni. De asemenea, va contribui la dezvoltarea cercetarii multidisciplinare cu un larg
potential de diseminare a informatiilor. Elaborarea unui protocol diagnostic coerent in acest
sens ar duce la reducerea timpului de diagnostic, a numarului de biopsii recoltate, a
numarului de rezutate histologice fals negative prin lipsa posibilitatii de targetare a prelevarii
de material bioptic, dar mai ales ar duce la reducerea numarului de complicatii secundare
acestor inteventii uneori inutile. Se vor scadea astfel costurile de spitalizare prin reducerea
numarului de cazuri cu patologie avansata, si va creste calitatea vietii subiectilor prin accesul
la tehnici diagnostice de varf.
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