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INTRODUCERE  
 

        Cancerele colorectale reprezintă 15% din totalul cazurilor de cancer şi 70% din 

totalul cancerelor digestive. Ocupă locul al III-a la bărbat (după cancerul prostatic şi 

pulmonar) şi locul al II-a la femei (după cancerul mamar). Prognosticul, deşi rămâne 

încă rezervat cu o supravieţuire globală la 5 ani de 50%, în ultimele decenii prin 

apariţia a noi compuşi cu activitate pe celula transformată tumoral se constată 

ameliorarea supravieţuirii şi calităţii vieţii pacienţilor cu cancer colorectal. 

            Oxaliplatin, sare de platină din a III-a generaţie, reprezintă unul dintre cele mai 

active citostatice administrate în tratamentul cancerului colorectal. Eficacitatea şi 

toxicitatea tratamentului variază în limite largi în funcţie de anumiţi factori dependenţi 

atât de tumoră cât şi de tratament, de aceea este dificil de afirmat la debutul 
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tratamentului cine va beneficia de eficienţa tratamentului şi unde reacţiile secundare 

vor fi marcate.Tratamentul individualizat are la bază administrarea medicamentelor pe 

anumite molecule identificate ca ţinte terapeutice cu scopul de a obţine maximum de 

eficacitate şi mimimum de reacţii adverse. 

            Obiectivul acestei lucrări a fost de a caracteriza căile moleculare de 
inducere a apoptozei celulelor tumorale de către oxaliplatină dar şi de a evalua  
parametrii de toxicitate şi eficacitate privind administrarea sa la pacienţii cu 
cancer colorectal metastatic. Cunoaşterea acestor elemente ar permite 
individualizarea tratamentului prin adaptarea dozelor în funcţie de metabolismul 
fiecărui pacient şi fenotipul tumoral cu scopul de a creşte toleranţa la tratament 
respectând puterea citotoxică a moleculei. 

În pofida descoperirilor din ultimele decenii, mecanismele de acţiune ale 

oxaliplatinei, condiţionată în produsul farmaceutic Oxaliplatin,  sunt departe de a fi 

elucidate. Clasic se ştie că oxaliplatina, similar celorlalţi compuşi de platină, 

reacţionează cu ADN-ul celular formând punţi intra-intercatenare care vor duce la 

oprirea ciclului celular, inhibarea replicării şi apoptoza celulară. Acest mecanism însă 

nu explică spectrul de activitate şi toxicitatea diferită, şi mai mult citotoxicitatea 

oxaliplatinei superioară cisplatinei, reprezentanta familiei. Oxaliplatina este activă pe 

linii celulare rezistente la cisplatină şi nu prezintă rezistenţă încrucişată cu aceasta. În 

ce priveşte spectru de toxicitate, oxaliplatina este lipsită  de toxicitatea renală şi 

auditivă specifice cisplatinei dar prezintă toxicitate neurologică importantă, care poate 

fi invalidantă ajungând până la impotenţa funcţională a pacientului. Mecanismele 

implicate în inducerea neurotoxicităţii nu sunt cunoscute. Studii recente sugerează 

incriminarea  radicalii liberi de oxigen atât în inducerea apoptozei celulelor tumorale 

cât şi în apariţia reacţiilor secundare ale oxaliplatinei. 

           Deoarece până în prezent mecanismele de inducere a apoptozei celulare 

responsabile de moartea celulelor tumorale dar şi de apariţia efectelor secundare ale 

oxaliplatinei nu sunt pe deplin elucidate, orice informaţie suplimentară poate constitui 

un real beneficiu pentru practica oncologică. 

Abordarea genomică în general şi cea farmacogenomică în special încearcă să 

descifreze modul de acţiune al medicamentelor anticanceroase la nivelul celulei 

tumorale. Totodată evaluarea genomică, cu ajutorul tehnicilor de ultimă generaţie 

precum PCR-array reprezintă una dintre principalele preocupări ale marilor centre de 

cercetare oncologice. Ca urmare este de interes  o astfel de abordare  în urma cărora se 
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pot identifica şi caracteriza gene specifice implicate în căile de semnalizare celulară 

(apoptoză) şi care pot contribui la o mai bună înţelegere a biologiei tumorale în vederea 

administrării tratamentului individualizat. 

O parte a studiului experimental s-a realizat la Institutul Karolinska, 

Stockholm, Suedia, în cadrul unei burse Marie Curie, oferită doctorandei de 

Comunitatea Europeană. Colaborarea cu un centru de referinţă, la nivel mondial, care  

poate susţine logistic şi ştiinţific tema propusă reprezintă unul din argumentele care 

stau la baza acestui experiment. Celelalte părţi ale tezei au fost realizat în Institutul 

Oncologic “I Chiricuţă” – în Departamentul de Genomică Funcţională şi Secţia de 

Chimioterapie precum şi în colaborare cu Institutul de Cercetare pentru Instrumentaţie 

Analitică INCDO-INOE 2000 şi Departamentul de Tehnologie Farmaceutică si 

Biofarmacie a Universităţii de Medicină şi Farmacie “I Haţieganu”, Cluj-Napoca. 

 

            Teza este structurată în două părţi: generală şi experimentală 

Partea generală conţine noţiuni privind cancerogeneza cu detaliere a 

cancerogenezei colorectale. De asemenea sunt prezentate sărurile de platină cu 

mecanisme de acţiune şi rezistenţă elucidate până în prezent, alături de o sinteză a 

principalelor studii preclinice şi clinice în urma cărora oxaliplatina a fost introdusă  în 

tratamentul cancerelor colorectale.  

            Partea experimentală este structurată în  4 capitole după cum urmează:  

 

1. STUDIUL CLINIC: EVALUAREA EFICACITĂŢII TRATAMENTULUI CU 
OXALIPLATINĂ LA PACIENŢII CU CANCER COLORECTAL METASTATIC  

 

           În primul capitol al părţii experimentale a fost realizat un studiu clinic unde am 

evaluat eficacitatea şi toxicitatea tratamentului cu oxaliplatină pe un număr de 49 

pacienţi cu diagnosticul de cancer colorectal metastatic aflaţi în evidenţa Institutului 

Oncologic “I Chiricuţa” Cluj-Napoca. Rezultatele studiului nostru au aratat frecvenţa 

crescută a cancerului colorectal la persoanele cu vârsta cuprinsă între 46-66 ani. 

Localizarea tumorii primare a fost predominent rectosigmoidiană iar în ce priveşte 

histologia, a predominat adenocarcinomul cu diferite grade de diferenţiere în timp ce 

adenocarcinom mucipar a fost întâlnit la 19% dintre pacienţi.  

            Din totalul pacienţilor 3 (7%) au prezentat metastaze cu multiple localizări în 

timp ce la majoritatea pacienţilor metastazele au fost cu localizare unică, predominant 
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hepatică (56%) urmate de determinări peritoneale (19%) şi pulmonare (12%). Alte 

localizări mai rar întâlnite au fost la nivel osos (2%) şi lombo-aortic (5%). Complianţa 

la tratament a fost bună la majoritatea pacienţilor s-au administrat între 3 şi 6 cicluri 

de chimioterapie. Rata de răspuns a fost de 53.49% dintre care 6.98% răspunsuri 

complete. În analiză univariată singurul factor care s-a corelat cu rata de răspuns a 

fost indicele de performanţă. Important este faptul că la 6 pacienţi (18.35%) a fost 

posibilă rezecţia metastazelor postchimioterapie. Intervalul liber de boală a fost de 7 

luni fără a fi posibilă stabilirea unor corelaţii între acesta şi caracteristicile pacienţilor. 

În ce priveşte spectrul de toxicitate al tratamentului, se observă predominenţa 

toxicităţii neurologice (60.46% din pacienţi), urmată de toxicitate digestivă (25.6%), 

neutropenie (25.6%), anemie (20.93%), trombocitopenie (18.61%). Printre reacţiile 

secundare mai rar întâlnite au fost hepatocitoliza, mucozita şi alergia. Nu a fost 

posibilă stabilirea unor corelaţii între gradul toxicităţii neurologice şi caracteristicile 

pacienţilor precum vârstă, sex, IP, sediul tumorii şi al metastazelor. Rezultatele 

obţinute au fost în concordanţă cu datele din literatură. 

 

 

2. STUDIUL PARAMETRILOR FARMACOCINETICI AI OXALIPLATINEI  
 

            Eficacitatea şi toxicitatea tratamentului variază în limite largi în funcţie de diferiţi 

factori dependenţi de tumoră şi pacient, ceea ce a justificat determinarea parametrilor 

farmacocinetici ai oxaliplatinei la pacienţii cu cancer colorectal metastatic, în a doua 

parte a studiului. Studiul de farmacocinetică a fost efectuat pe două grupe de pacienţi 

cărora li s-au administrat doze diferite de oxaliplatină: 130 mg/mp respectiv 85 mg/mp 

conform schemelor de chimioterapie Xelox respectiv FOLFOX4. Au fost prelevate probe 

biologice la diferite momente ale tratamentului cu oxaliplatină. Concentraţia oxaliplatinei 

s-a determinat în patru compartimente (sânge, plasmă, plasmă ultrafiltrată, urină ) prin 

spectrofotometria de masă inductibilă cuplată cu plasmă. Farmacocinetica oxaliplatinei a 

fost obţinută pe baza concentraţiilor funcţie de timp folosind metoda non-

compartimentală. Rezultatele au arătat că parametrii farmacocinetici ai oxaliplatinei sunt 

dependenţi de doza administrată dar şi de compartimentul în care s-au evaluat.  

          În ce priveşte parametrii farmacocinetici ai oxaliplatinei în plasma ultrafiltrată care 

conţine componenta activă a citostaticului, concentraţia maximă (Cmax), aria de sub 

curbă totală/finală (AUCfin, AUCtot)  cât şi timpul de înjumătăţire (T1/2)  au fost statistic 

 5



semnificativ inferioare valorilor obţinute în plasma şi sînge. În schimb volumul de 

distribuţie şi clearance-ul oxaliplatinei în plasma ultrafiltrată au fost statistic semnificativ 

superioare valorilor din sânge şi plasmă integrală. Compararea statistică a parametrilor 

obţinuţi în sânge, plasmă, plasmă ultrafiltrată la administrarea dozelor diferite de 

oxaliplatină au arătat diferenţe statistic semnificative ale Cmax în sînge (p=0.029), 

AUCfin (p=0.029) în timp ce în plasma ultrafiltrată, doar AUCfin şi AUCtot au fost 

statistic semnificativ diferite (p=0.029). Volumul de distribuţie şi clearence-ul oxaliplatinei 

nu prezintă diferenţe statistic semnificative în cele trei compartimente, la concentraţii 

diferite ale oxaliplatinei. 

         În ce priveşte farmacocinetica oxaliplatinei, aceasta  poate fi descrisă după un 

model bicompartamental cu o fază de distribuţie rapidă urmată de o fază de eliminare 

plasmatică lentă cu  un timp de înjumătăţire cuprins între 16- 24 ore în sânge şi plasmă 

integrală dar valori inferioare (9-12 ore) în plasma ultrafiltrată, fără a exista diferenţe 

statistic semnificative între curbele obţinute la administrarea celor două doze de 

oxaliplatină. Aceste rezultate sunt în concordanţă cu rezultatele altor studii de fază a II-a 

care s-au interesat de farmacocinetica oxaliplatinei la pacienţii cu cancer de colon şi 

reprezintă un preambul pentru studiul de farmacogenomică în vederea identificării în 

diferite momente ale administrării citostaticului a unor molecule implicate în inducerea 

apoptozei celulelor tumorale de către oxaliplatină 

 

3. STUDIUL IN VITRO AL RADICALILOR LIBERI DE OXIGEN GENERAŢI ÎN 
CURSUL APOPTOZEI INDUSE DE SĂRURILE DE PLATINĂ 

   

          Patogeneza toxicităţii neurologice a Oxaliplatinului este departe de a fi elucidată. 

Studiile recente sugerează implicarea radicalilor liberi de oxigen în inducerea apoptozei 

celulelor tumorale dar şi în apariţia reacţiilor adverse ale sărurilor de platină.  

        În partea a III-a a studiului, pe linia celulară tumorală de colon HCT p25 wt, am 

evaluat moartea celulară indusă de săruri de platină (oxaliplatină respectiv cispaltină) 

printr-o metodă ELISA specifică, care cuantifică fragmente proteine eliberate în urma 

apoptozei de către caspaze. De asemenea am evidenţiat radicalii liberi de oxigen 

generaţi în cursul apoptozei celulare prin spectrofotometrie şi citometrie de flux precum 

şi modul în care inhibitori specifici ai diferitelor specii de oxigen influenţează apoptoza 

celulelor tumorale indusă de sărurile de platină.  
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         Rezultatele obţinute au arătat că atât oxaliplatina cât şi cisplatina produc apoptoza 

celulelor liniei tumorale HCTp53wt dar oxaliplatina este mai citotoxică decât cisplatina. 

Pentru a produce acelaşi procent de evenimente apoptotice sunt necesare concentraţii 

de 1.5 ori mai mari de cisplatină. De asemenea în cursul apoptozei au fost evidenţiaţi 

radicali liberi de oxigen, generaţi precoce- la o oră postexpunere la citostatic, a căror 

nivel este influenţat de concentraţia folosită. Prin folosirea unor inhibitori ai diferitelor 

specii de oxigen s-a reuşit identificarea unor diferenţe în ce priveşte radicalul liber de 

oxigen generat în cursul apoptozei induse de oxaliplatină respectiv cisplatină. Astfel, 

nivelul peroxinitritului şi al superoxidului au fost superioare în cazul tratamentului cu 

oxaliplatin comparativ cu expunerea la cisplatină. Nivelul diferit al radicalilor liberi de 

oxigen generaţi în cursul apoptozei ar putea explica spectrul de activitate şi toxicitatea 

diferită a sărurilor de platină. Identificarea radicalului liber de oxigen responsabil de 

apariţia neurotoxicităţii şi modularea sa terapeutică ar reprezenta un real beneficiu 

pentru pacienţii sub tratament cu oxaliplatină care adesea, datorită toxicităţii neurologice 

devin în imposibilitatea de a se mobiliza, dependenţi de anturaj. 

 

 

4. STUDIUL DE FARMACOGENOMICĂ AL OXALIPLATINEI IN VITRO PE LINII 
CELULARE DE CANCER COLORECTAL 

 

             Studiul de farmacocinetică a reprezentat un preambul în realizarea studiului de 

farmacogenomică, partea a IV a studiului,  care a avut ca obiective identificarea căilor de 

inducerea a apoptozei celulelor tumorale de către oxaliplatină. Evaluarea 

farmacogenomică s-a făcut prin tehnica apoptosis-PCR-array. Aceasta reprezintă o 

modalitate nouă de investigare moleculară care permite studiere simultană a 84 de gene 

implicate în mecanismul apoptozei. Aplicarea acestei tehnologii în domeniul cancerului 

reprezintă un real progres care va contribui la înţelegerea mecanismelor implicate în 

apoptoza celulelor tumorale şi evoluţia bolii canceroase.          Studiul de 

farmacogenomică s-a realizat pe linia celulară de cancer de colon, colo320. Au fost luate 

în considerare genele supra respectiv subexprimate la două momente diferite 

postexpunere la oxaliplatină, 24 respectiv 48 ore exprimate statistic semnificativ (p<0.05) 

cu nivel de expresie  ≥1,5 decât nivelul genelor control.  

          Rezultatele obţinute au evidenţiat supraexprimarea respectiv subexprimarea 

diferitelor gene în cele două puncte analizate.  
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         Pentru analiza de bioinformatică s-a folosit un program interactiv:  Ingenuity 

Pathways Analysis (IPA) ce  reprezintă un sistem de analiză bazat pe o reţea largă ce 

include sute sau mii de interacţiuni directe şi indirecte atât la nivel funcţional cât şi fizic 

între genele mamiferelor, care sunt publicate în bazele de date mondiale (NCBI). 

Deasemenea s-a analizat relevanţa biologică a reţelelor obţinute pe baza unei evaluări 

probabilistice  între reţeaua creată şi o listă de funcţii biologice stocate în baza de date a 

sistemului de analiză Ingenuity (Ingenuity Pathways Knowledge Base – IPKB).  

          Rezulatele obţinute au arătat că oxaliplatina acţionează la nivelul liniei celulare 

luate în studiu pe mai multe căi de semnalizare celulară, ce vizează reglarea ciclului 

celular, răspunsul imun sau moartea celulară, transformarea malignă . Studiu in vivo a 

arătat deasemenea diferenţe de expresie genică între cele două momente diferite de 

timp analizate. La 24 ore postexpunere la oxaliplatină au fost supraexprimate 

numeroase gene implicate în mediarea răspunsului imun şi inflamator alături  

« gardianului genomului », p53. Totodată sunt inhibate precoce gene cu rol în creştere şi 

proliferare celulară. La 48 ore postexpunere la oxaliplatină sunt activate căi moleculare 

implicate în medierea răspunsului imun şi inflamator dar în plus se produce activarea 

mecanismelor implicate în declanşarea apoptozei celulare pe cale intrinsecă prin 

supraexprimarea nivelului de expresie al genelor membrilor familiei Bcl-2 şi a 

caspazelor.  

 

5. CONCLUZII GENERALE 
 Al cincilea capitol al tezei prezintă concluziile generale, specifice pentru fiecare 

capitol al părţii speciale.Rezulatele cercetării personale contribuie la îmbogăţirea 

cunoştinţelor referitoare la abordarea genomică în general şi cea farmacogenomică în 

special care încearcă să descifreze modul de acţiune al medicamentelor anticanceroase 

la nivelul celulei tumorale, a mecanismelor moleculare prin care celula tumorală 

dobândeşte rezistenţă la una sau mai multe clase de medicamente (rezistenţă 

pleiotropică) precum şi la elucidarea unor aspecte legate de semnalizarea moleculară în 

interacţiunile celulare, în evoluţia sau regresia tumorală.  

          La sfîrşitul lucrării sunt anexate rezultatele cercetării valorificate prin prezentări 

la manifestări naţionale şi internaţionale precum şi publicaţii în extenso în reviste de 

specialitate. 
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Introduction  

 
          Colorectal cancer represents 15% of all cancers and 70% of digestive 

cancers. It is on third place in men, after prostate and pulmonary cancer and on 

second in women, after breast cancer. The prognosis, still reserved, meaning an 

overall survival of about 50% in 5 years, is improved by using new drugs.  

            Oxaliplatinum, a platinum salt of third generation, represents one of most 

active drug used in colorectal cancer treatment. The efficacy and the tolerance of 

treatment depend on tumor and patients characteristics. So, it is difficult to say from 

the beginning who can benefit from treatment and where the side effects will be 

intense. The individual treatment is based on administration of drugs to molecular 

targets in order to obtain better results with minimum side effects. 
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            The goals of this paper are to characterize molecular pathways of 

oxaliplatinum apoptosis induction in tumor cells and to evaluate the toxicity and the 

efficacy in metastatic colorectal cancer. The data allow us to individualize the 

treatment by adapting the doses to metabolic parameters of patients and to tumor 

phenotype in order to increase the tolerance, respecting the cytotoxic power of 

molecule.  

           Despite of the recent data, the mechanism of oxaliplatinum action, is not very 

clear. We know, from a “classic” point of view, that oxaliplatinum, like other platinum 

salts, reacts with cellular DNA, resulting intra-cathenar bridges which lead to cellular 

cycle stop, inhibition of replication and apoptosis. Those mechanisms do not explain 

the activity spectrum, the differences in toxicity and the greater cytotoxic effects than 

cisplatinum, “the traditional platinum salt”. Oxaliplatinum is active on celullar lines 

resistent to cisplatinum and has no cross-over resistance. It has no renal and auditive 

toxicity, but has an important neurologic impact, leadind sometimes to invalidity. The 

mechanism of neurotoxicity are not well known. Recent studies suggest that reactive 

oxygen species are involved in apoptosis and side effects, too.   

           So, any suplimentarry information could be a real benefit for oncological 

practice.  

The genomic and the pharmacogenomic point of view try to explain the 

mechanisms of action of anticancer drugs. New techniques as PCR-array are of great 

interest in oncological research. So, we find this approach interesting for leading us to a 

better individualized treatment.  

A part of the experimental study is done at the Karolinska Institute, Stockholm, 

Suedia, as a Marie Curie fellowship, offered by the European Community. The others 

parts of the paper are realized at the Oncological Institute “Prof. Dr. Ion Chiricuta” 

Cluj-Napoca at the Deppartment of Functional Genomics and at the Chemotherapy 

Department, as well as with the help of INCDO-INOE 2000 and the Department of 

Pharmaceutical Technique of University of Medicine and Pharmacy Cluj-Napoca.  

 

            The paper contains two parts: the general one and the experimental one.  

The general part contains data regarding cancerogenesis, especially 

colorectal cancerogenesis, the platinum salts and a synthesis of the most important 

preclinical and clinical studies which led to the use of oxaliplatinum in the treatment of 

colorectal cancer.  
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            The experimental part is structured in 4 chapters, as follows:  

 

 

 

1. CLINICAL STUDY: EVALUATION OF OXALIPLATINUM TREATMENT 
EFFICACY IN METASTATIC COLORECTAL CANCER  

 

          The study is realized on 49 patients with metastatic colorectal cancer treated in 

Oncological Institute Cluj-Napoca. The age of patients is between 46 and 66 years, 

the predominant site of tumor is rectosigmoidian, the predominant histology is 

adenocarcinomas of different grades, the mucipar cancer being found in 19% 

patients. 3 of patients (7%) presented multiple metastasis, the rest had a unique 

metastasis:  liver (56%), peritoneum (19%), lung (12%), bones (2%) and 5% had 

lomboaortic lymph nodes. The treatment compliance was very good, the majority of 

patients received 3 to 6 cycles of chemotherapy. The univariate analysis has showed 

that the only factor correlated with the response rate was the performance status. It is 

important that after chemotherapy the resection of metastasis was possible in 6 

patients (18.35%). Disease free survival was 7 months, but we couldn’t establish a 

correlation with patients characteristics. Regarding toxicity, the neurotoxicity is 

predominant (60.46% of patients), followed by digestive toxicity (25.6%), neutropenia 

(25.6%), anemia (20.93%), trompocitopenia (18.61%) and more rarely we found 

hepatocytolisis, mucositis and alergia. It was not possible to establish a correlation 

between the grade of neurotoxicity and the patients characteristics such as age, sex, 

performance status, tumor site, metastasis site. The results are similar to literature.  

 

 

 

2. STUDY OF PHARMACOKINETICS PARAMETERS OF OXALIPLATINUM   
 

            The efficacy and toxicity of treatment depend on tumor and patient 

characteristics, which justifies the determination of pharmacokinetics parameters in 

patients with metastatic colorectal cancer, in the second part of study. We analyzed 2 

groups of patients: a group received 130 mg/sm oxaliplatinum, schedule XELOX, and 

the other one, 85 mg/sm, schedule FOLFOX4. We took hematological samples at 
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different moments of treatment. The concentration of oxaliplatinum was determined in 4 

compartments: blood, plasma, ultra filtrated plasma and urine, using inducible mass 

spectrophotometry coupled with plasma. The pharmacokinetics of oxaliplatinum was 

obtained on concentration function of time, using non compartmental method. The 

results showed that pharmacokinetic parameters of oxaliplatinum depend of dose and 

the compartment. 

          In ultrafiltrated plasma, which contains the active part of drug, the maximum 

concentration (Cmax), the area under curve (AUC),  total (AUC tot) and final (AUCfin) 

and the half time (T1/2) were statistically inferior than the values obtained in plasma and 

blood. On the other hand, the distribution volume and clearance of oxaliplatinum were 

statistically superior than in blood and plasma. 

          At different doses of oxaliplatinum, the parameters were statistically different for 

Cmax in blood  (p= 0.029), AUC fin in blood (p= 0.029), AUC fin and AUC tot in 

ultrafiltrated plasma. Distribution volume and the clearance of oxaliplatinum were not 

statistically different in compartments at different oxaliplatinum doses.  

         The pharmacokinetics of oxaliplatinum is bicompartimental, with a fast distribution 

phase and a slow elimination phase with T1/2 between 16-24 hours in plasma and blood 

and between 9 to 12 hours in ultrafiltrated plama, with no statistical difference between 

the two curves for the two concentration of oxaliplatinum. This results are the same with 

those reported in other II phase studies concerning the oxaliplatinum pharmacokinetics 

in colorectal carcinoma. They are a start point for the study of pharmacogenomics in 

order to identify  the molecules involved in apoptosis at different moments of 

oxaliplatinum administration.  

 

 

 

3. IN VITRO STUDY OF REACTIVES OXIGEN SPECIES RELEASED DURING 
APOPTOSIS INDUCED BY PLATINUM SALTS  

   

          The pathogenesis of oxaliplatinum neurotoxicity is not very clear until now. Recent 

studies suggest that free-oxygen radicals are involved in induction of apoptosis and in 

appearance of side effects, too. 

        The third part of study reports the cellular death evaluation induced by 

oxaliplatinum and cisplatinum. We used colonic line cell HCT p25wt and a specific 

 17



ELISA method which quantifies proteins fragments released during apoptosis by 

caspasis. Other methods were spectrophotometry and flow cytometry. We also studied 

how specific inhibitors of different oxygen species influence platinum salt-induced 

apoptosis of tumoral cells.  

         The results showed that  both drugs induce apoptosis of tumoral cells HCTp53wt, 

but oxaliplatinum is more cytotoxic that cisplatinum . To produce the same number of 

apoptotic events a 1.5 more quantity of cisplatinum is necessary. We found generation 

of reactives oxigen species during apoptosis in the first hour after administration, 

depending on the drug concentration. The levels of specific reactives oxygen species as 

peroxynitril and superoxide detected by spectrophotometry and flow cytometry were 

differents in fonction of treatment being superior for oxaliplatinum than cisplatinum. 

Different levels of free oxygen radicals could explain different spectrum of activity and 

toxicity of these drugs. Therapeutic modulation of free radicals could diminish the 

neurotoxicity, improving the quality of life of these patients.  

 

 

4. „IN VITRO” PHARMACOGENOMIC STUDY OX OXALIPLATINUM ON 
COLORECTAL CANCER CELL 

 

             The pharmacogenomic study goal was to identify the way of apoptosis induction 

by oxaliplatinum. For this, we used apoptosis-PCR-array technique. This is a new 

method of molecular investigation which allows simultaneous study of 84 genes involved 

in apoptosis.  

         We used tumor line cell colo 320. We considered overexpresed and suppresed 

genes at different moments after drug administration: at 24 hours and at 48 hours. 

(p<0.05), level expres=1.5 X control level.    

         We observed different expressions in different moments. 

          For bioinformatic analysis we used an interactiv programme: Ingenuity Pathways 

Analysis (IPA). This is a network with hundreds or thousands of direct or indirect 

interactions between mammal genes, at functional and physical level. The data base is 

published  in NCBI.  We compared the created network with the biological functions 

contained by  Ingenuity (Ingenuity Pathways Knowledge Base – IPKB).  

          The results obtained showed that oxaliplatinum acts at cellular level by different 

pathways: the modulation of cellular cycle, imune response, cellular death, tumor 
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transformation. In vivo study showed different gene expression at the two analysed 

moments of time. At 24 hours after administration some genes, like p53 and others, 

involved in immune and inflamatory response, were overexpressed. Others, involved in 

growth and cell prolifferation were suppresed. At 48 hours, the molecular pathways 

involved in modulation of immune and inflamatory response and those involved in 

apoptosis (the intrinsec pathway - overexpressed genes Bcl-2 and caspasis) are 

activated.   

 

 

5. GENERAL CONCLUSIONS  
 The fifth part of the paper presents the general conclusions. 

         Our study shows the efficacy of Oxaliplatinum for the treatment of metastatic 

colorectal cancer patients. The major side effect of Oxaliplatinum  therapy was 

neurotoxicity. The data obtained were in concordance with other studies regarding the 

efficay, the toxicity and the pharmacokinetical parameters of Oxaliplatinum. The free 

oxygen radicals are thought to play a major part in the pathogenesis of the platinum salts 

side effects. By modern technologies, which have so far a very limited use in our 

country, the identification of oxygen species synthetized during Oxaliplatinum and 

Cisplatinum-induced apoptosis was possible, evaluating the way in which specific 

inhibitors could influence cellular death.   

          The results of personal research contribute to the enrichment of the knowledge 

regarding the genomical approach in general, and the pharmacogenomical approach in 

particular, which try to decipher the anticancer drugs way of action at tumor cell level,  

the molecular mechanisms used by tumor cells to gain resistance to one or more drugs 

(pleiotropic resistance), as well as to elucidate some aspects related to molecular 

signaling in cellular  interactions, in tumor progression or regression.  

        The results of personal research which were presented at national and 

international conferences, as well as published in specialized journals are annexed at 

the end of the paper.   
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