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REZUMAT

1. INTRODUCERE

Cancerul, definit ca fiind un grup de boli caracterizate prin diviziunea celulara anormala
si capacitate crescutd de a invada tesuturile invecinate, este una dintre cauzele majore de
deces la nivel mondial. Potrivit statisticilor recente, incidenta cancerului s-ar putea confrunta cu
cresteri fara precedent in viitor, ajungand la peste 20 de milioane de cazuri diagnosticate in
2030.

Melanomul cutanat (CM) este unul dintre cele mai mortale neoplasme, reprezentand
majoritatea deceselor (aproximativ 90%) cauzate de cancerul de piele. CM s-a clasat pe locul
15 in categoria celor mai frecvente tipuri de cancer la nivel mondial, prezentand o incidenta
anuala care creste intr-un ritm mai rapid comparativ cu cea a altor neoplasme. In prezent,
exista o gama larga de optiuni terapeutice care ar putea fi aplicate in tratamentul CM, inclusiv
interventie chirurgicala, chimioterapie, radioterapie, imunoterapie si terapie tintitd. Cu toate
acestea, metodele actuale se confrunta cu doua dezavantaje principale care le limiteaza
utilizarea in terapie si anume reactiile adverse severe si rezistenta.

Cancerul pulmonar (LC) este o alta cauza majora a deceselor cauzate de tumori la nivel
mondial, prezentdnd cea mai mare rata a mortalitati in comparatie cu alte neoplasme.
Carcinomul pulmonar fara celule mici (NSCLC), este responsabil de majoritatea cazurilor de LC
(80-85%), fiind Tmpartit in Tn trei subtipuri histologice — adenocarcinom (40%), carcinom cu
celule scuamoase (25-30%) ), si carcinom cu celule mari (10-15%).

In ciuda progreselor recente in domeniul agentilor farmaceutici sintetizati chimic,
relevanta terapeutica a compusilor naturali raméane inca recunoscuta in oncologie datorita

potentialului lor antitumoral.

2. SCOP SI CONTRIBUTII

Pornind de la aceste considerente, aceastd teza a fost elaborata pentru a oferi o
investigatie exhaustiva a unor produse cu structura chimica diversa pentru potentiala aplicare a
acestora Tn tratamentul cancerului. Contributiile personale constau in prezentarea sigurantei si
a profilului terapeutic al structurilor polimerice (MEL-NPs) si lipidice (RUT-O si RUT-L) ca
potentiale chimioterapice noi pentru tratamentul CM si, respectiv, NSCLC. Descoperirile
originale descrise aici confera o imagine de ansamblu asupra efectelor lor terapeutice,
demonstrand ca: (i) MEL-NPs prezinta un puternic efect anti-melanom prin inducerea

citotoxicitatii, declansarea apoptozei si blocarea migratiei celulare prin afectarea tranzitiei



epitelial-mezenchimale; si (i) numai RUT-L exercitd efecte antineoplazice in vitro impotriva
NSCLC provocand o moarte celulara non-apoptotica care este similara cu paraptoza datorita
formarii vacuolelor, in timp ce proprietatile anticanceroase ale RUT-O sunt absente. Pe langa
aceste observatii, studiul contribuie si la cercetari ulterioare privind aplicatiile acestor tipuri de

compusi in tratamentul cancerului, subliniind biocompatibilitatea acestora.

3. REZULTATE
3.1. PROFILUL DE SIGURANTA AL MEL-NPs

Citotoxicitatea MEL-NPs la nivelul celulelor sanatoase derivate din piele (HEMa, HaCaT,
JB6 Cl 41-5a) a fost evaluata prin evaluarea impactului acestora asupra viabilitatii celulare
dupa un tratament de 24 de ore. Dupa cum se observa in Figura 1, MEL-NPs au scazut
semnificativ viabilitatea celulelor HEMa, HaCaT si JB6 Cl 41-5a numai la cea mai mare
concentratie de 100 pg/mL (la 58,89%, 68,43% si, respectiv, 58,14%). La 10 pg/mL, MEL-NP-
urile au exercitat un usor efect stimulator asupra viabilitatii celulelor, care a crescut la 111,14%
(HEMa), 105,74% (HaCaT) si 102,53% (JB6 Cl 41-5a), in timp ce la 25, 50, si 75 pg/mL, s-a

mentinut peste 80% in toate liniile celulare sanatoase.
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Figura 1. Influenta MEL-NPs (10, 25, 50, 75 si 100 pg/mL) asupra viabilitatii celulelor
sanatoase (A) HEMa, (B) HaCaT si (C) JB6 Cl 41-5a in urma unui tratament de 24 de ore.
Datele au fost normalizate la control (reprezentadnd celule fara tratament) si exprimate
ca medie £ SD a trei experimente independente efectuate in trei exemplare. Diferentele

statistice dintre grupurile de control si cele tratate cu MEL-NPs au fost determinate



folosind analiza ANOVA testul Dunnett (** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 versus

control).

Potentialul efect iritant la nivel cutanat al MEL-NPs s-a determinat folosind tesuturi
reconstruite 3D EpiDerm™ (Figura 2). Un impact semnificativ asupra viabilitatii tesuturilor
(9,69%) EpiDerm a fost obtinut doar in cazul SDS 1% utilizat ca si control pozitiv. MEL-NPs
(100 pg/mL) nu au prezentat potential iritant in vitro, viabilitatea tesutului tratat fiind de peste
50%. Mai mult, MEL-NPs au exercitat un efect stimulator, crescand viabilitatea tesuturilor
EpiDerm™ la 111,44%.
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Figura 2. Procentul de viabilitate al tesuturilor EpiDerm (EPI-212-SIT) la 18 ore post-
tratament cu MEL-NPs 100 ug/mL. Analiza ANOVA si testul Dunett au fost utilizate
pentru a determina diferentele statistice dintre tesuturile tratate cu proba si cele tratate
cu control negativ (p < 0,0001 indicat de ****). Controlul pozitiv este reprezentat de SDS

1%, iar controlul negativ este reprezentat de DPBS.

Potentialul iritant al MEL-NPs 100 pg/mL a fost evaluat in ovo prin aplicarea testului
HET-CAM (Figura 3). Apa distilata (H20) utilizatd ca si control negativ nu a indus nici o
modificare asupra structurii vasculare, in timp ce SLS 1% (control pozitiv) a provocat
hemoragie, lizé si coagulare la scurt timp dupa aplicarea sa pe CAM. Nu au fost observate
tulburari vasculare severe dupa expunerea CAM la MEL-NPs, cu exceptia semnelor usoare de

liza (la 100 pg/mL) la sféarsitul tratamentului.
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Figura 3. Imagini stereomicroscopice realizate thainte de aplicarea probelor evaluate
(control negativ — apa distilata, control pozitiv — lauril sulfat de sodiu si MEL-NPs 100
Hg/mL pe membrana corioalantoidiana (T0) si la 5 minute dupa aplicarea acestora (T5).

Scala reprezinta 1000 pm.

Valorile scorului de iritare pentru probele testate este prezentat in Tabelul 1. Cea mai
mare valoare IS a fost obtinutd pentru SLS 1%. in cazul MEL-NPs 100 pg/mL, IS a crescut
usor la 0,49. MEL-NPs au fost clasificate ca non-iritante pe CAM la aceasta concentratie,

neavand toxicitate vasculara.

Tabelul 3. Valorile scorului de iritare pentru controlul negativ (H20), controlul pozitiv
(SLS 1%) si MEL-NPs (100 ug/mL).

Proba Scor de iritare (IS) Potential iritant
Control negativ (H20) 0.07 Neiritant

Control pozitiv (SLS 1%) 19.88 Iritant puternic
MEL-NPs 100 pg/mL 0.49 Neiritant

3.2. EFECTUL ANTITUMORAL AL MEL-NPs iN CM

Tratamentul de 24 de ore al celulelor de CM cu MEL-NPs a provocat o scadere
dependenta de concentratie a viabilitatii celulare, care a atins o semnificatie statistica la toate
concentratiile pentru celulele A375 si incepand cu concentratia de 25 pg/mL pentru celulele
SH-4 si B164A5 (Figura 4). Viabilitatea celulelor SH-4 a fost redusa treptat de MEL-NPs de la
87,27% (la 10 pg/mL) la 73,98% (la 25 pg/mL), 61,12% (la 50 pg/mL), 53,98% (la 75 pg/mL).
pg/mL), respectiv 46,81% (la 100 pg/mL). Procentul de celule B164A5 viabile a fost, de
asemenea, scazut de expunerea de 24 de ore la MEL-NPs la 86,95% (la 10 pug/mL), 72,66%
(la 25 pg/mL), 67,30% (la 50 pg/mL), 61,23 % (la 75 pg/mL), si 55,24% (la 100 pg/mL).



Viabilitatea celulelor A375 dupa tratament a fost de 83,86% (la 10 pug/mL), 63,82% (la 25
pg/mL), 53,72% (la 50 pg/mL), 43,95% (la 75 pg/mL). pg/mL) si 37,41% (la 100 pg/mL).
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Figura 4. Influenta MEL-NPs (10, 25, 50, 75 si 100 ug/mL) asupra viabilitatii celulelor de
melanom cutanat (A) SH-4 si (B) B154A5 si (C) A375 dupa un tratament de 24 de ore.
Datele au fost normalizate la control (reprezentadnd celule fara tratament) si exprimate
ca medie £ SD a trei experimente independente efectuate in trei exemplare. Diferentele
statistice dintre grupurile de control si cele tratate cu MEL-NPs au fost determinate
folosind analiza ANOVA testul Dunnett (** p < 0,01; *** p < 0,001; *** p < 0,0001 versus

control).
3.3. PROFILUL DE SIGURANTA AL RUT-O AND RUT-L

Pentru a investiga potentiala citotoxicitate a RUT-O si RUT-L la nivel pulmonar, a fost
evaluat impactul lor (la concentratii cuprinse intre 25 si 125 pM) asupra viabilitatii tesuturilor
umane 3D EpiAirway™ dupa un tratament de 24 de ore. Rezultatele obtinute, reprezentate
grafic in Figura 5, indica faptul ca acesti compusi nu au cauzat nici o afectare semnificativa a
viabilitatii tesuturilor EpiAirway™. La cele mai mici concentratii (25 si 50 uM), ambii derivati au
crescut usor procentele de viabilitate care au atins valori peste 100%. La 100 pM, viabilitatea
insertiilor a ramas similara cu cea de control atat pentru RUT-O, cat si pentru RUT-L, in timp

ce la 125 pM, compusii au redus viabilitatea la 98% si 94%.
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Figura 5. Viabilitatea tesuturilor umane EpiAirway™ 3D dupa 24 de ore de expunere la
oleat de rutin (RUT-O) si linoleat de rutin (RUT-L) 25, 50, 100 si 125 pM. Rezultatele au
fost prezentate ca procente de viabilitate (%) normalizate la control (celule netratate) si
exprimate ca medii + deviatie standard a trei experimente efectuate in triplicat.
Diferentele statistice dintre grupurile de control si cele tratate au fost analizate utilizand
testele ANOVA si Dunnett.

3.4. EFECTUL ANTITUMORAL AL RUT-O SI RUT-L iN NSCLC

Potentialul impact al RUT-O si RUT-L (25, 50, 100 si 125 uM) asupra viabilitatii celulelor
NCI-H23 a fost explorat la sfarsitul unui tratament de 24 de ore. Conform Figurii 6, s-a obtinut
o distinctie clara intre profilurile citotoxice ale RUT-O si RUT-L la acest interval de stimulare,
procentele de viabilitate celulara variind in functie de compusul testat si concentratie. Astfel,
RUT-O nu a exercitat activitate antitumorala asupra acestei linii celulare de NSCLC, ci
dimpotriva, s-a observat un efect stimulator la toate concentratiile, cu valorile de viabilitate
intre 117% (la concentratia cea mai mica — 25 pM) si 113 % (la concentratia cea mai mare —
125 pM). RUT-L, pe de alta parte, a indus o reducere dependenta de concentratie a viabilitatii
celulelor NCI-H23, cele mai scazute si semnificative valori fiind obtinute la cele mai mari
concentratii testate (100 pM — 63% si 125 yM — 47%)).
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Figura 6. Reprezentarea grafica a procentului de celule NCI-H23 viabile dupa un
tratament de 24 de ore cu oleat de rutin (RUT-O) si linoleat de rutin (RUT-L) la 25, 50,
100 si 125 pM. Rezultatele au fost prezentate ca procente de viabilitate (%) normalizate
la control (celule netratate) si exprimate ca medii * deviatie standard a trei experimente
efectuate in triplicat. Diferentele statistice dintre grupurile de control si cele tratate au
fost analizate utilizadnd testele ANOVA si Dunnett (*** p < 0,001; **** p < 0,0001).

Pentru a evalua daca morfologia celulelor NCI-H23 sufera modificari in urma
tratamentului cu RUT-O si RUT-L, a fost efectuatéd o evaluare microscopica (Figura 7). RUT-O
nu a cauzat modificari semnificative in morfologia celulelor NCI-H23 in comparatie cu
controlul, la concentratiile testate. RUT-L a declansat o scadere dependenta de doza a
confluentei celulare pornind de la concentratia de 25 pM, care a fost mai proeminenta la 100
si 125 pyM si insotitd de mai multe semne citotoxice (micsorarea celulelor, rotunjirea si
detasarea de placa). O modificare interesantd a aspectului celulelor a fost observata dupa
tratamentul lor de 24 de ore cu RUT-L la concentratii mari (100 si 125 pyM), si anume
vacuolarea citoplasmatica (indicatad prin sageti albe), evidentiata prin formarea a numeroase
vezicule neregulate in citoplasma care acopereau intreg spatiul perinuclear. La cea mai mare
concentratie testata (125 yM), vacuolarea citoplasmatica a fost, de asemenea, asociata cu

contractia masiva a celulelor.
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Figura 7. Imagini reprezentative care ilustreaza morfologia si confluenta celulelor NCI-
H23 post-tratament cu oleat de rutin (RUT-O) si linoleat de rutin (RUT-L) la 25, 50, 100 si
125 uM pentru un interval de 24 de ore. Sagetile albe indica celulele care prezinta

vacuolare citoplasmatica. Scala indica 20 pm.
4. CONCLUZII

Aceste rezultate arata ca MEL-NPs au un efect citotoxic selectiv asupra celulelor de CM,
prezentand in acelasi timp o citocompatibilitate adecvata, dar dependenta de concentratie, in
celulele cutanate sanatoase. De asemenea, MEL-NPs sunt lipsite de efect iritant la nivelul
tesuturilor EpiDerm™ 3D. Aceste observatii descriu atat lipsa de toxicitate asupra tesuturilor
3D EpiAirway™ a RUT-O si RUT-L, precum si implicarea potentialda a RUT-L in céile de

moarte celulara non-apoptotica, cum ar fi paraptoza.



