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Tintirea terapeutica a proceselor modulate de micromediul carcinomului de colon cu LCL-SIM

Capitolul I. Introducere: Micromediul tumoral si terapia cancerului colorectal
(CRC)

Cancerul colorectal (CRC) este al treilea cel mai diagnosticat tip de cancer in randul
barbatilor, respectiv al doilea cel mai frecvent tip de cancer in randul femeilor, numarandu-se
aproximativ 1.8 milioane de cazuri in 2018 (Bray si colab., 2018).

Cu toate ca terapiile anticanceroase tintesc in principal celulele degenerate genetic, celulele
din micromediul tumoral influenteaza si ele proliferarea, angiogeneza si metastazarea celulelor
tumorale. Astfel, intelegerea mecanismelor pe care se bazeaza relatia dintre celulele sistemului
imunitar din tumora si celulele tumorale, este esentiala in vederea dezvoltarii unor noi terapii
pentru CRC. Pe langa implicarea in dezvoltarea tumorilor, celulele sistemului imunitar infiltrate
in tumord, n special macrofagele asociate tumorii (TAMs), mai participa si in dezvoltarea
rezistentei la terapie. Astfel, investigarea mecanismelor prin care TAMs favorizeaza proliferarea
celulelor de carcinom de colon C26, este unul dintre subiectele acestei teze.

Terapiile conventionale ale CRC tintesc celulele tumorale care sunt genetic instabile, iar
in urma acumularii de mutatii, portiunea tintita de pe celulele tumorale de catre medicament poate
sa sufere modificari. In consecintd, tintirea proceselor protumorale mediate de micromediul
tumoral, constituie o alternativa pentru a depasi aceasta limitare a chimioterapiei conventionale.
In plus, instalarea chimiorezistentei celulelor canceroase de colon si limitarea numarului de
medicamente antitumorale aprobate, scot in evidentad necesitatea dezvoltarii unor noi agenti
terapeutici care sa actioneze ca sensibilizatori ai celulelor canceroase la actiunea agentilor
chimioterapeutici conventionali, amplificand efectele lor antitumorale.

In prezenta lucrare, a fost testatd eficacitatea monoterapiei cu simvastatina (SIM) agent
terapeutic inovator in CRC, incorporata in liposomi cu timp de circulatie prelungit (LCL-SIM),
asupra unui model de carcinom murin de colon C26. De asemenea, in cel de-al treilea studiu, a
fost evaluat potentialul LCL-SIM ca sensibilizator si agent antitumoral sinergic intr-o terapie
combinata cu 5-fluorouracil (5-FU) incapsulat in LCL (LCL-5-FU) asupra unui model de carcinom
de colon C26 in vivo.

1. Micromediul tumoral

Micromediul tumoral descrie celulele non-maligne (celule stromale) presente in tumora,
alaturi de factori de crestere, molecule de semnalizare, enzime proteolitice, care interactioneaza cu

celulele tumorale, favorizdnd cresterea tumorii, invazia, metastazarea, asigurand celulelor
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tumorale protectie Tmpotriva sistemului imunitar si contribuind la chimiorezistenta (Swartz si
colab., 2012). Aceste roluri importante ale micromediului tumoral in dezvoltarea tumorilor, au
accentuat necesitatea tintirii terapeutice a componentelor micromediului tumoral, si nu numai
tintirea celulelor tumorale.

Tn micromediul tumoral se afla diferite tipuri de celule alaturi de celulele tumorale, precum,
celule ale sistemului imunitar, fibroblaste, pericite, adipocite, celule endoteliale si limfatice
(Balkwill F. R. si colab., 2012). Celulele stromale contribuie la semnalizarea implicata in
proliferare, la efectele anti-apoptotice si pro-angiogenice, la evitarea supresorilor de crestere
celulara si a sistemului imunitar, promovarea imortalitatii celulare, invazia, metastazarea si
reprogramarea metabolismului energetic (Hanahan si Coussens 2012).

Printre celulele sistemului imunitar infiltrate in tumora, TAMs sunt cele mai abundente si
joaca un rol-cheie Tn inflamatia asociata cancerului, fiind implicate in functii protumorale precum
proliferarea celulelor tumorale, angiogeneza tumorald, metastazarea tumorii si activitatea
imunosuresoare (Noy si Pollard 2014, Solinas si colab., 2009).

Macrofagele sunt 0 componenta proeminenta a inflamatiei, ele fiind fie activate clasic —
fenotip cunoscut ca macrofage M1, un fenotip proinflamator si antitumoral, sau activate alternativ
— in fenotipul M2 sau apropiat de acest fenotip cu efecte anti-inflamatorii si protumorale.
Macrofagele sunt celule plastice care se adapteaza stimulilor din micromediu, adoptand astfel,
diferite fenotipuri, fie ca raspuns la citokinele si chemokinele produse de celule (celule tumorale),
fie ca raspuns la produsii eliberati de patogeni la locul inflamatiei.

TAMs sunt considerate ca un fenotip distinct M2, datoritd functiilor protumorale
exercitate, precum restructurarea matricei extracelulare si remodelarea tisulara, vindecarea ranilor
si repararea tesutului, promovarea angiogenezei, actiuni supresoare asupra imunitatii doandite si
producerea de factori de crestere si supravietuire (Sica si colab., 2006). Numeroase studii asociaza
acumularea TAMs in tesutul tumoral cu un prognostic negativ pentru pacienti (Noy si Pollard
2014). De aceea TAMSs prezinta un interes major pentru imunoterapia in cancer.

Ajunse in tumord, TAMS sunt supuse unei schimbari fenotipice importante induse de
semnale provenite din micromediul tumoral, Tn final adoptand un fenotip protumoral si eliberand
un spectru larg de citokine, chemokine si factori de crestere cu un impact important asupra
angiogenezei tumorale prin initierea acesteia (Albini si colab., 2005, Lin si Pollard 2007), asupra
metastazarii tumorii, remodelarii matricei extracelulare (Condeelis si Pollard 2006, Pollard 2004),
asupra imunosupresiei, astfel prevenind eliminarea celulelor tumorale de catre sistemul imunitar
(Balkwill F. si Mantovani 2001, Mantovani si colab., 2002, Sica si colab., 2000).
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2. Terapii administrate in CRC

Terapia CRC este reprezentata de terapii aplicate local precum interventii chirurgicale si
radioterapie, chimioterapie conventionala si terapii tintite (Grothey si Sargent 2016).

Chimioterapia conventionala a CRC se bazeaza pe diferite clase de agenti
chimioterapeutici precum antimetabolitii (fluoropirimidine), inhibitori ai topoizomerazei
(irinotecan), si derivati de platina (oxaliplatina). Acesti agenti chimioterapeutici sunt administrati
fie singuri, fie combinati intre ei, fie cu alte substante care sa le potenteze efectele lor terapeutice.

Fluoropirimidinele sunt o clasa de antimetaboliti care actioneaza prin incorporarea lor in
ADN si ARN. 5-FU este o fluoropirimidina care este convertita intracelular in trei metaboliti
activi, actionand prin intreruperea sintezei ARN si inhibarea sintezei timidilat sintazei, necesara in
sinteza ADN (Longley si colab., 2003).

Chimiorezistenta este una dintre cele mai mari limitari ale chimioterapiei conventionale
care cauzeaza insuccesul tratamentelor, iar heterogenitatea tumorilor este unul dintre factorii
cuzatori (Cazin si colab., 1992). Tn chimioterapia CRC rezistenta celulelor de cancer de colon la
administrarea 5-FU este un exemplu de chimiorezistenta (Violette si colab., 2002). Combinarea 5-
FU cu alte medicamente care sensibilizeaza celulele de cancer de colon la 5-FU amplificandu-i
efectele citotoxice, reprezinta o depdsire a limitarii data de chimiorezistenta in terapia CRC. O alta
solutie de a depasi aceastd limitare este dezvoltarea de noi agenti terapeutici care sd tinteasca
procesele care promoveaza dezvoltarea CRC, nu numai tintirea celulelor maligne care dezvolta
rapid rezistentd la agentul citotoxic. Statinele au potentialul de a indeplini aceste cerinte.

Statinele sunt utilizate in mod frecvent ca agenti hipolipemianti in prevenirea bolilor
cardiovasculare, actionadnd ca inhibitori competitivi ai HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A) reductazei, o enzima limitanta Tn calea mevalonatului, implicat in biosinteza
colesterolului (Alberts si colab., 1980, Sirtori 2014). Pe langa proprietatile hipocolesterolemiante,
statinele exercita efecte pleiotropice (Bellosta si colab., 2000). Dintre acestea, s-a observat ca
statinele au proprietati antineoplastice, precum inhibarea cresterii si angiogenezei tumorale,
inducerea apoptozei si efecte impotriva invaziei tumorale (Hindler si colab., 2006). SIM este un
agent hipolipemiant aprobat de FDA. In plus, cateva studii au raportat proprietitile antitumorale
ale SIM (Alupei si colab., 2015, Gopalan si colab., 2013, Schointuch si colab., 2014, Stine si
colab., 2016). Tntr-un studiu coordonat de Kodach si colab., a fost raportat faptul ca SIM a crescut
chimiosenzitivitatea celulelor CRC Ia actiunile 5-FU (Kodach si colab., 2011).

In ciuda potentialului antitumoral al acestor agenti, dozele de statine necesare pentru a

exercita efecte antitumorale sunt substantial mai mari decat dozele administrate pentru tratamentul
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hipercolesterolemiei in practica clinica. Efectele adverse induse de statinele utilizate Th doze mari,
cu scopul de a obtine efecte antitumorale, au fost raportate in cateva studii (Knox si colab., 2005,
Thibault si colab., 1996) si sunt miopatia asociata statinelor, anorexie, diaree, oboseala si dureri
abdominale (Gazzerro si colab., 2012). Strategia de a depasi aceste dezavantaje ar putea fi
administrarea tintitd spre tumora a statinelor, limitand efectele adverse asupra tesuturilor sdnatoase
si marind astfel doza de statine care ajunge in tumora (Licarete si colab., 2015).  Unul  dintre
sistemele de carausi care ar putea fi utilizati sunt liposomii (Askarizadeh si colab., 2019).

Particularitatile arhitecturale ale vasculaturii tumorilor pot fi exploatate pentru a livra tintit
medicamente Tncorporate in nanoparticule. Vasele de sdnge ale tumorii prezinta pori a caror
marime este cuprinsa in intervalul de 10 pana la 1000 nm, permeabilitatea crescuta in aceste zone
permit nanocarausilor special realizati sa extravazeze in spatiul interstitial (Torchilin 2000). Pe
langa permeabilitatea crescuta a vaselor de sange tumorale, drenajul limfatic deficitar faciliteaza
acumularea nanocdrausilor in tumora, fenomen numit si ,.efectul permeabilitatii si retentiei
crescute”(EPR) (Maeda si colab., 2009, Matsumura si Maeda 1986). Pana sa ajunga la tumora, in
circulatia sanguind, nanocarausii cu medicamentele antitumorale sunt expusi la sistemul
reticuloendotelial (RES) care 1i recunoaste si 1i elimind. Pentru a evita recunoasterea si
opsonizarea, nanocarausii pot fi acoperiti cu polimeri inerti si astfel devin nanocarausi ,,ascunsi”.
De asemenea, pentru a putea extravaza prin vasele de sange ale tumorii, nanocarausii sunt produsi
la 0 marime cuprinsa intre 10 si 200 nm (Haley si Frenkel 2008).

Printre nanocarausii folositi pentru livrarea medicamentelor in terapia cancerului, sunt si
liposomii — vezicule sferice cu bistrat fosfolipidic, care pot incorpora atat substante hidrofile (in
faza apoasa) cat si substante lipofile (in bistratul lipidic) (Malam si colab., 2009).

Liposomii cu timp de circulatie prelungit sunt utilizati atat in studii preclinice cat si in
practica clinica (Gabizon 2001). Sunt liposomi grefati cu polimeri precum PEG (polietilenglicol)
pentru evitarea opsonizarii cu proteine din ser si recunoasterea de catre RES, fiind numiti si
liposomi ,,ascunsi”’. Prelungirea timpului de circulatie permite LCL sa se acumuleze la locul
tumorii si si extravazeze in spatiul interstitial. In prezenta lucrare au fost utilizati LCL, ca si cirausi
ai agentilor antitumorali SIM si 5-FU.

Cateva formulari de liposomi au fost aprobate ca terapie pentru cancer, precum doxil (PEG-
LCL cu doxorubicina). Pentru CRC metastatic avansat exista doua formulari liposomale care sunt
in faza Il a studiilor clinice, Aroplatin™ (analog similar oxaliplatinei Tn liposomi multilamelari)
si LE-SN38 (irinotecan liposomal) (Bulbake si colab., 2017). In studiu preclinic LCL-oxaliplatina

a indus apoptoza in celulele de CRC in comparatie cu forma libera (Yang si colab., 2011).
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Capitolul I1. Obiective generale

Scopul acestei teze a fost dezvoltarea unei terapii antitumorale tintite bazata pe
simvastatina incorporatd in liposomi cu timp de circulatie prelungit, capabila sa moduleze
procesele coordonate de micromediul carcinomului de colon.

e Primul obiectiv al acestei teze a fost investigarea interactiunii dintre TAMS si celulele de
carcinom de colon C26, rezultatele putand fi exploatate pentru viitoare terapii anticanceroase.

e Al doilea obiectiv al acestei cercetari a fost testarea activitatii antitumorale a LCL-SIM asupra
micromediului carcinomului de colon ca potentiala terapie a CRC.

e Al treilea obiectiv al acestei teze a fost investigarea potentialului LCL-SIM de a amplifica

activitatea antitumorald a LCL-5-FU ntr-un model de carcinom de colon murin in vivo.

Capitolul I11. Macrofagele asociate tumorii favorizeaza proliferarea celulelor

C26 de carcinom de colon murin intr-o maniera dependenti de stresul oxidativ

[Acest capitol a fost publicat ca: Luput L, Licarete E, Sesarman A, Patras L, Alupei MC, Banciu M. Tumor-
associated macrophages favor C26 murine colon carcinoma cell proliferation in an oxidative stress—
dependent manner. Oncol Rep. 2017; 37(4):2472-2480. doi: 10.3892/0r.2017.5466. O parte a acestei
sectiuni conyine rezultate parsial prezentate in disertarie.]

1. Introducere

Rolul TAMs in dezvoltarea carcinomului de colon este inca controversata. De aceea
prezentul studiu are scopul de a investiga procesele coordonate de TAMs care afecteaza
proliferarea celulelor de cancer de colon. Pentru indeplinirea acestui scop, macrofagele murine au
fost co-cultivate cu celulele de carcinom de colon murin C26 ntr-un raport de densitate celulara
care aproximeaza conditiile fiziologice ale dezvoltarii carcinomului de colon in vivo. Astfel, au
fost studiate efectele mediate de TAMs asupra angiogenezei, inflamatiei si stresului oxidativ care
afecteaza capacitatea proliferativa a celulelor de carcinom de colon murin C26. Pentru a aprofunda
intelegerea mecanismului de implicare a TAMS in stresul oxidativ, principala enzima pro-oxidanta
a macrofagelor, NADPH oxidaza, a fost inhibatd. Rezultatele noastre sugereaza ca efectele
stimulatoare ale TAMs asupra proliferarii celulelor C26 poat fi in principal legate de efectele pro-
oxidante exercitate de NADPH oxidaza, care mentin capacitatea angiogenica si 0 anumita stare
redox a micromediului tumoral. Tn plus, efectele anti-inflamatorii si pro-angiogenice ale TAMs
asupra celulelor tumorale creeaza un micromediu favorabil pentru dezvoltarea si progresia
carcinomului de colon C26. Tn concluzie, datele noastre au dovedit rolul protumoral al TAMs n

dezvoltarea carcinomului de colon intr-o maniera dependenta de stresul oxidativ si care potenteaza
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capacitatea angiogenicd a micromediului tumoral. Aceste date oferad o informatie valoroasa pentru

viitoare terapii tintite antitumorale bazate pe strategii de ,,reeducare” a TAMs.

2. Materiale si metode

Celulele de carcinom de colon murin C26 (Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Germania)
au fost cultivare in mediu RPMI-1640 (Lonza, Group AG, Basel, Elvetia), suplimentat cu 10%
ser fetal bovin inactivat prin incalzire (HyClone; GE Healthcare Life Sciences, Logan, UT,
SUA), in monostrat la 37° C in atmosfera umidificata continand 5% CO..

Co-cultura de celule tumorale C26 si macrofage a fost efectuata prin cultivarea suspensiei
de celule tumorale C26 peste monostratul de macrofage murine intraperitoneale (proaspat
recoltate din cavitatea peritoneala a soarecilor Balb/c (Institutul Cantacuzino, Bucuresti,
Romania), fiind cultivate intr-un raport de densitate celulara de 4:1 ntre celulele C26 si
macrofage, asigurand o aproximare a conditiilor fiziologice de dezvoltare a carcinomului de
colon in vivo (Herbeuval si colab., 2004). Experimentele au fost efectuate in acord cu regulile
nationale si au fost aprobate de comisia de eticd a universitatii pentru animalele utilizate Tn
experimente (numarul de inregistrare 31375/06.04.2015).

Capacitatea proliferativa a celulelor de carcinom de colon C26 a fost evaluata in cultura
standard de celule C26 (1x10%godeu) si de asemenea in co-culturd a celulelor C26 cu
macrofagele murine peritoneale (raportul densitatii de 1:4). Celulele au fost cultivate in placi
cu 96 de godeuri si incubate pentru 48h. Rata proliderarii a fost exprimatd ca numar al
unitatilor de absorbanta per ore de incubare (James si colab., 2015) si testate utilizand testul
colorimetric ELISA BrdU (Roche Applied Science, Penzberg, Germania).

Culturile de celule au fost lizate cu tampon de liza pentru intreg lizatul celular continand
tablete cu amestec de inhibitori de proteaze (Complete, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany), iar pentru extractia nucleara, culturile de celule au fost lizate cu tampon de
extractie continand tablete cu inhibitori de proteaze side fosfataze (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germania) obtinandu-se fractiunile nucleare. Concentratia proteica a fost
determinata prin testul Bradford (Sigma-Aldrich, Germany) (Bradford 1976).

Productia de proteine inflamatorii/angiogenice in celulele cultivate in ambele conditii de
cultura a fost investigata prin analiza a 24 de proteine implicate Tn angiogeneza utilizand un
,array” de proteine RayBio® Mouse Angiogenic Cytokine Antibody Array Kit (RayBiotech

Inc., Norcross, GA, SUA) dupa cum a fost descris anterior (Banciu si colab., 2006).
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Determinarea stresului oxidativ in diferite conditii de cultura a fost efectuat prin cuantificarea
cantitatii malondialdehidei (MDA) prin lichid cromatografia de inalti performanta
(HPLC) in lizatele obtinute din celule C26 si celule C26 si macrofage (Karatas si colab., 2002).
Pentru determinarea capacitatii totale antioxidante non-enzimatice a fost folosita metoda
spectrofotometrica descrisa de Erel (Erel 2004) si activitatea catalitica a catalazei a fost
evaluata prin metoda spectrofotometrica descrisa de Aebi (Aebi 1984).

Pentru determinarea indirecta a rolului NADPH oxidazei din macrofage in generarea unui nivel
fiziologic de specii reactive de oxigen (ROS) in micromediul co-culturii, celulele au fost tratate
cu 300 uM apocinina, un inhibitor al NADPH oxidazei (Santa Cruz Biotechnology, USA)
pentru 48h. Mai mult, pentru a determina daca stresul oxidativ generat de NADPH oxidaza
poate modula proliferarea celulelor C26, angiogeneza tumorali si inflamatia, toate testele
descrise mai sus au fost efectuate dupa incubarea co-culturii cu apocinina.

Rezultatele diferitelor experimente sunt exprimate ca media + deviatia standard (SD).
Diferentele intre procesele protumorale in conditii Standard si de co-cultura au fost evaluate
utilizdnd testul t de neperechi. Diferentele intre productia proteinelor angiogenice in celulele
din cultura standard si co-cultura au fost analizate prin metoda analizei de varianta bifactoriale
(two-way ANOVA) cu corectia Bonferroni pentru comparari multiple. Corelatia dintre
diferitii parametri a fost evaluatd utilizand coeficientul de corelatie Pearson, r. Toate
analizele statistice au fost efectuate utilizand GraphPad Prism versiunea 6 pentru Windows,
GraphPad Software (San Diego, CA). O valoare mai mica de 0,05 a valorii P a fost considerata

Semnificativa.

3. Resultate si discutii

3.1. TAMs stimuleazi proliferarea celulelor de carcinom de colon C26

Efectul TAMs asupra proliferarii celulelor C26 dupa 48h de incubare, a fost evaluata prin

compararea ratei de proliferare a celulelor de carcinom murin C26 cultivate singure, cu rata de

proliferare a celulelor C26 co-cultivate cu macrofagele (Fig. 1) intr-un raport de densitate celulara

de 4:1 intre celulele C26 si macrofage, asigurand o aproximare a conditiilor fiziologice de

dezvoltare a carcinomului de colon in vivo (Herbeuval si colab., 2004) . Rezultatele noastre arata

ca celulele C26 prolifereaza mai rapid in prezenta macrofagelor (cu 28%, P< 0.01) decat cele

cultivate singure. De aceea implicarea TAMs in coordonarea principalelor procese responsabile

pentru proliferarea celulelor C26 au fost pe mai departe investigate.
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Figura 1. Efectele TAMs asupra proliferirii celulelor C26. Rata de proliferare a celulelor C26 in culturi
standard si de asemenea in presenta TAMSs au fost evaluate dupa 48h de incubare cu mediu de cultura.
Rezultatele sunt prezentate ca medie a ratei de proliferare, care este reprezentata ca unitati de absorbanta
(U.A.) per ora de incubare £ SD; n=5 masuratori. C26 = celule de carcinom de colon murin C26; C26+¢ =
celule de carcinom de colon murin C26 co-cultivate cu macrofage intraperitoneale murine (¢) la o densitate
celulard de 4:1 (celule C26: macrofage). Pentru a compara rata de proliferare celulara a celulelor C26 in
cultura standard cu rata proliferarii celulelor C26 in co-cultura cu macrofage, a fost utilizat testul t de
neperechi, iar valoarea P este indicata ca **, P<0.01.

3.2. Efectele angiogenice ale TAMSs asupra celulelor de carcinom de colon murin C26

Pentru a evalua legitura dintre efectele TAMSs asupra proliferdrii celulelor C26 si
angiogeneza indusa de TAMSs, 24 de proteine implicate Tn acest proces au fost testate prin tehnica
,array” pentru proteine din lizatele celulelor C26 in monocutura si cultivate cu TAMs pentru 48h.

Rezultatele prezentate in Figura 2A au aratat o crestere Tn ansamblu a productiei de
proteine angiogenice, cu 112% in lizatele obtinute in conditia de co-cultura in comparatie cu

productia acestor proteine in monocultura de celule C26.

Figura 2. A. Efectele TAMs asupra
Agiogenice/ productiei de proteine angiogenice 1n
inflamatorii modelul de co-cultura. B. Implicarea
G CSF NADPH oxidazei din TAMSs in productia
| GM-CSF de proteine angiogenice in modelul de co-
culturd. Rezultatele sunt exprimate ca
media % a inhibitiei productiei de proteine
n intervalul de la 0% (alb) la -100%
(negru) sau stimularea (+) productiei de
proteine in intervalul de la 0% (alb) la
(1L 12p40 +225% (rosu) compardnd cu productia
' acelorasi proteine in monocultura de
celule C26. C26+¢ — celule C26 co-
. | cultivate cu macrofage; C26+¢p+APO —
0% | Eotaxin | celule C26 co-cultivate cu macrofage in
prezenta apocininei pentru 48h.

Proteine A B.
C26+¢ C26+p+APO

+225 %

[ TIviP1
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PF-4
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3.3. Efectele pro-oxidante ale TAMs asupra celulelor de carcinom de colon murin C26

Pentru a determina daca activitatea proliferativa a TAMSs asupra celulelor de carcinom de
colon murin C26 are legatura cu efectele modulatorii asupra stresului oxidativ, productia unui
marker general al stresului oxidativ — MDA, si de asemenea activitatea catalitica a catalazei si
activitatea sistemelor non-enzimatice antioxidante au fost evaluate si sunt prezentate in Fig. 3A-
C. Mai mult, a fost evaluata implicarea principalei enzime pro-oxidante din macrofage, NADPH
oxidaza (Pick 2014), in mentinerea unui nivel al stresului oxidativ care stimuleza proliferarea in
micromediul tumoral (Fig. 4A- D). Rezultatele noastre demonstreaza ca TAMS au un rol important
n generarea stresului oxidativ tumoral intrucat productia de MDA a fost semnificativ crescuta (de
2 ori mai mare, P<0.05) in lizatele co-culturilor de celule C26 si macrofage comparativ cu
productia in monoculturile de celule C26 (Fig. 3A). Aceste rezultate sunt de asemenea sustinute
si de rezultatele privind activitatea crescuta a antioxidantilor non-enzimatici in lizatele din co-
cultura comparativ cu cele din monocultura de celule C26 (productia in co-culturi de 2 ori mai
mare comparativ cu productia in monoculturd a celulelor C26, P=0.04) (Fig. 3C). Activitatea
catalazei fiind usor crescutd dar nesemnificativ statistic in prezenta macrofagelor (Fig. 3B,
P=0.61), sugereaza ca principalul mecanism protectiv impotriva nivelului crescut de ROS in
modelul de co-cultura este mai degraba mediat de sistemele antioxidante non-enzimatice decat de

catre catalaza.
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Figura 3. Efectele TAMSs asupra stresului oxidativ generat in co-cultura.

A.Concentratia de malondialdehida (MDA) in lizatele celulare obtinute din cultura standard de celule de
carcinom de colon murin C26 (C26) si din co-cultura celulelor C26 cu macrofagele intraperitoneale
(C26+¢) dupa 48h de incubare. B. Activitatea catalitica a catalazei n lizatele celulare obtinute din culturile
standard a celulelor de carcinom de colon murin C26 (C26) si din co-cultura celulelor C26 cu macrofagele
intraperitoneale (C26+¢) dupa 48h de incubare. C. Activitatea sistemelor antioxidante non-enzimatice
totale n lizatele celulare obtinute din culturile standard a celulelor de carcinom de colon murin C26 (C26)
si din co-cultura celulelor C26 cu macrofagele intraperitoneale (C26+¢) dupa 48h de incubare. Pentru a
compara productia MDA, activitatea sistemele non-enzimatice de aparare antioxidanta si activitatea
catalazei in culturile standard si co-culturi, a fost utilizat testul t de neperechi, valoarea P fiind indicata
dupa cum urmeaza: ns P>0.05; *P<0.05. Rezultatele sunt prezentate ca media £ SD a douad masuratori
independente.
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Pentru a evalua pe mai departe implicarea NADPH oxidazei exprimata de TAMS in
mentinerea stresului oxidativ in carcinomul C26, TAMs co-cultivate cu celulele C26 au fost
incubate pentru 48h cu un inhibitor al acestei enzime (300 UM apocinina) si parametrii stresului
oxidativ prezentati anterior au fost de asemenea evaluati (Fig. 4A-C). Ca si control negativ a fost
utilizata cultura standard de celule C26 tratate cu apocinina. Dupa tratamentul cu apocinina a
monoculturii de celule C26 nu a fost observat niciun efect asupra productici de MDA, de
antioxidanti sau asupra activitatii catalazei (rezultate neincluse). Rezultatele noastre dovedesc clar
rolul principal al NADPH oxidazei in mentinerea stresului oxidativ in carcinomul C26 ntrucat
productia de MDA in lizatele celulare obtinute din co-cultura tratata cu apocinina a fost redusa
pana la cantitatea produsa in monocultura de celule C26 (Fig. 4A comparata cu Fig. 4A, P<0.08).
Neutralizarea stresului oxidativ in micromediul co-culturii prin supresia NADPH oxidazei este de
asemenea acompaniata de diminuarea activitatii sistemelor antioxidante non-enzimatice
(cantitatea a fost redusa de 5 ori dupa tratamentul co-culturii cu apocinina in comparatie cu

cantitatea acestora din co-cultura in care NADPH oxidaza era activa, P=0.0027) (Fig. 4C).

>
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Figura 4. Implicarea NADPH oxidazei din TAMs in stresul oxidativ generat in co-cultura celulelor
de carcinom de colon murin C26 cu macrofage. Celulele C26 co-cultivate cu macrofage in absenta
apocininei (C26+¢) si celulele C26 co-cultivate cu macrofage Tn prezenta apocininei pentru 48h
(C26+¢+APO) au fost comparate in ce priveste productia de MDA (A), activitatea catalitica a catalazei (B),
activitatea sistemelor non-enzimatice antioxidante (C), si rata de proliferare a celulelor C26 (D). Rezultatele
sunt prezentate ca media + SD; n=3 masuratori pentru cantitatea MDA, activitatea catalazei si a sistemelor
antioxidante non-enzimatice si N=6 replicate pentru rata de proliferare. A fost utilizat testul t de neperechi
pentru compararea statistica, iar valoarea P este indicatd dupa cum urmeaza: ns P>0.05; * P<0.05; **
P<0.01.

Mai mult, pentru a corela rolul NADPH oxidazei cu efectele stimulatorii ale TAMs asupra

celulelor C26, proliferarea acestor celule a fost testatd in conditiile co-cultivarii cu TAMs in
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prezenta apocininei. Rezultatele noastre demonstreaza ca efectele stimulatorii ale TAMs asupra
proliferarii celulelor C26 a fost annihilata dupa inhibarea NADPH oxidazei din macrofage. Astfel,
dupa tratamentul co-culturii cu apocinina celulele C26 au proliferat similar celulelor C26 cultivate
singure (Fig. 4D comparata cu Fig. 1, P=0.06).

3.4. Rolul NADPH oxidazei in modularea activititilor protumorale ale TAMs asupra

celulelor C26

Pentru a evalua daca efectele pro-oxidante ale TAMSs generate prin activitatea NADPH
oxidazei pot fi corelate cu potentialul stimulator al TAMS asupra proliferarii celulelor C26, celulele
au fost cultivate cu macrofagele in prezenta apocininei pentru 48h, iar apoi a fost evaluata
productia diferitelor proteine angiogenice (Fig. 2B). Rezultatele noastre au aratat ca celulele C26
co-cultivate cu macrofage si tratate cu apocinina, prezentau o productic redusa statistic
semnificativ (P<0.0001) a tuturor proteinelor angiogenice testate comparativ cu productia lor in
co-culturile celulelor netratate. Tn medie, inhibarea NADPH oxidazei a redus productia acestor
proteine cu pana la 63% in celulele incubate cu apocinind comparativ cu productia lor in celulele
netratate din co-cultura.. Exceptand productia de TNF-a care a fost doar usor redusa (cu 35%),
toate proteinele angiogenice si inflamatorii au fost reduse fie moderat (cu 35-75%) fie puternic
inhibate (reducerea productiei cu peste 75%) dupa tratmentul cu apocinina (Fig. 2B).

Tn concluzie, rezultatele noastre sutin rolul stimulator al TAMs asupra proliferarii celulelor
de carcinom de colon murin C26 prin intermediul efectelor anti-inflamatorii, pro-angiogenice, si
pro-oxidante aurpa micromediului co-culturii. Principalul mecanism al actiunii protumorale al
TAMs in dezvoltarea tumorilor C26 este bazat pe mentinerea unui nivel fiziologic al stresului
oxidativ si a capacitatii angiogenice a carcinomului de colon C26 prin intermediul activitatii
NADPH oxidazei. Mai mult, pe langa acest mecanism principal de actiune, efectele anti-
inflamatorii si pro-angiogenice ale TAMs asupra acestor celule tumorale creeaza un micromediu
favorabil pentru dezvoltarea si progresia carcinomului de colon C26. Aceste descoperiri asigura

noi perspective in terapiile antitumorale tintite bazate pe strategii de reeducare a TAMS.

Capitolul 1V. Dubla tintire in vivo a celulelor de carcinom de colon C26 si a

proceselor protumorale folosind simvastatina incorporata in liposomi

[Acest capitol a fost publicat ca: Luput L, Licarete E, Drotar DM, Nagy AL, Sesarman A, Patras L, Rauca
VF, Porfire A, Muntean D, Achim M, Tomuta I, Vlase L, Catoi C, Dragos N, Banciu M. In Vivo Double
Targeting of C26 Colon Carcinoma Cells and Microenvironmental Protumor Processes Using Liposomal
Simvastatin. J Cancer 2018; 9(2):440-449. doi:10.7150/jca.21560]
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1. Introducere

Pe langa efectele de diminuare a colesterolului, SIM administrata in doze foarte mari are
si actiune antitumorala. Mai mult, studiile noastre anterioare au demonstrat ca ca administrarea
tintita spre tumora a SIM utilizand LCL au Tmbunatatit indicele terapeutic al acestui medicament
Tn modelul in vivo de melanom murin. Pentru a evalua daca aceasta descoperire poate fi exploatata
si pentru o terapie Tn cancerul colorectal, activitatea antitumorald si mecanismele pe care se
bazeaza eficacitatea LCL-SIM 1in inhibarea cresterii carcinomului murin de colon C26 in vivo au
fost investigate. Pentru a afla doza de LCL-SIM cu cel mai mare indice terapeutic, relatia doza-
raspuns si efectele adverse pentru diferite doze de LCL-SIM au fost evaluate in modelul in vivo de
carcinom de colon murin C26. Mecanismele pe care se bazeaza tratamentele cu LCL-SIM versus
SIM libera au fost investigate 1n ce priveste actiunile lor asupra proliferarii si apoptozei celulelor
C26 (prin imunohistochimia tesuturilor tumorale pentru markerii PCNA si Bax), inflamatiei si
angiogenezei (utilizand tehnica ,,array” pentru proteine angiogenice si inflamatorii). Rezultatele
obtinute sugereaza ci activitatea antitumorala a LCL-SIM asupra carcinomului de colon C26 este
rezultatul proprietatilor formularii liposomale de tintire a tumorii, deoarece tratementul cu SIM
libera nu a fost eficient. In plus, LCL-SIM a exercitat actiuni antiproliferative si pro-apoptotice
asupra celulelor C26, avand efecte supresive asupra a doua procese principale de sustinere a
dezvoltarii tumorale, inflamatia si angiogeneza. Rezultatele noastre au dovedit ca activitatea
antitumorala a LCL-SIM 1n carcinomul de colon C26 a fost bazata pe efectele citotoxice asupra

celulelor tumorale si pe activitatea supresiva asupra angiogenezei si inflamatiei tumorale.
2. Materiale si metode

e LCL-SIM au fost realizati utilizind metoda hidratarii filmului lipidic. Pentru aceasta
formulare au fost utilizate 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) (Lipoid GmbH,
Germania), N-(carbonil-metoxipolietilenglicol-2000)-1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (sare de Na) (MPEG-2000-DSPE) (Lipoid GmbH, Germania), colesterol
(CHO) (Sigma-Aldrich, Germania), si SIM (Biocon Limited, India) intr-un raport molar de
9.5:0.5:1:2.2. Concentratia de SIM liposomala a fost aproximativ 1300 pg/ml, corespunzand
la o eficienta de incapsulare de 20%. Marimea medie a veziculelor de liposomi a fost in jur de
115 nm si valoarea indicelui de polidispersie a fost mai mica de 0.15, ambii parametri indicand
o distributie ingusta a dimensiunilor si un potential bun pentru acumularea pasiva a liposomilor

n tumori (Alupei si colab., 2015, Porfire si colab., 2015).
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e Celule de carcinom de colon murin C26 (Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Germania)
au fost cultivate in mediu RPMI-1640 (Lonza, Group AG, Basel, Elvetia), suplimentat cu 10%
ser fetal bovin inactivat prin incélzire (HyClone; GE Healthcare Life Sciences, Logan, UT,
SUA), ca monostrat la 37°C in atmosfera umidificatda continand 5% CO,. Modelul de
carcinom de colon a fost generat prin inoculare subcutanati a 10° celule C26 in flancul drept
al soarecilor masculi de 6-8 saptamani Balb/c (Insitutul Cantacuzino, Bucuresti, Romania).

e Volumul tumoral a fost determinat prin formula: V = 0.52a%b, unde a este cel mai mic si b
este cel mai mare diametru superficial al tumorii. Experimentele au fost efectuate in acord cu
regulile nationale si au fost aprobate de comisia de etica a universitatii pentru animalele
utilizate in experimente (numarul de inregistrare 31375/06.04.2015).

e Pentru a evalua doza optima de SIM incorporatia in LCL cu cel mai mare indice terapeutic
asupra carcinomului de colon C26, soarecii au fost injectati i.v. (In vena caudala), de doua ori
n zilele 8 si 11 dupa inocularea tumorilor cu urmatoarele doze de LCL-SIM: 2.5, 5, 7.5, si 10
mg/kg. Dimensiunea tumorilor a fost masurata zilnic iar soarecii au fost sacrificati in ziua 16
dupa inducerea tumorilor, cand primele tumori din grupul control au ajuns la 2000 mm? care
reprezintd volumul sigur pentru prevenirea metastazelor de carcinom C26 (Oft si colab., 1998).

e Pentru evaluarea efectelor LCL-SIM versus SIM libera asupra cresterii tumorale, LCL-SIM
si SIM libera au fost administrate in vena caudala la o doza de 5 mg/kg in zilele 8 si 11 dupa
inocularea tumorilor. Volumul tumoral a fost masurat zilnic si calculat cum a fost descris
anterior. Tn ziua 12, soarecii au fost sacrificati si tumorile au fost misurate si colectate.

e Pentru a evalua citotoxicitatea tratamentelor asupra tesuturilor tumorale, o analiza
imunohistochimica a fost efectuatd pentru doi markeri, antigenul nuclear de proliferare
celulara (PCNA) si Bcl-2-asociat proteinei X (BAX). Rezultatele au fost exprimate ca indici
mitotici si apoptotici reprezentand procentul de celule PCNA-pozitive (cu nucleul colorat
maro) (Jin si colab., 2004), respectiv procentul de celule Bax-pozitive (citoplasma colorata
maro) din totalul de celule numarate (Jansson si Sun 2002).

e Dupa sacrificarea soarecilor, tumorile au fost izolate, cantarite si inghetate rapid in azot lichid,
apoi incubate cu tampon de lizd cu tablete cu inhibitori de proteaze si fosfataze (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), obtinandu-se lizate tumorale tisulare pentru
fiecare grup. Concentratia de proteine din supernatant a fost masurata utilizind metoda
biuretului (Gornall si colab., 1949).

e Nivelul de exprimare al proteinelor angiogenice n tesutul tumoral au fost investigate prin

evaluarea a 24 de proteine implicate in angiogeneza folosind un ,,array” pentru proteine,
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RayBio® Mouse Angiogenic Cytokine Antibody Array kit (RayBiotech Inc., Norcross, GA,
SUA), cum a fost descris anterior (Banciu si colab., 2006).

e Rezultatele diferitelor experimente au fost raportate ca media £ SD. Compararile statistice a
efectelor diferitelor tratamente in ansamblu asupra tumorilor au fost evaluate prin metoda
analizei de variantd unifactoriala (one-way ANOVA) cu post-testul Dunnett pentru
compariri multiple. Timpul de dublare a volumului tumoral (DT) a fost estimat utilizand
ecuatia de crestere exponentiala a tumorii. Diferentele dintre efectele tratamentelor asupra
productiei de proteine angiogenice au fost analizate prin metoda analizei de varianta
bifactoriale (two-way ANOVA) cu corectia Bonferroni pentru comparari multiple
utilizand GraphPad Prism versiunea 6 pentru Windows, GraphPad Software (San Diego, CA).

O valoare P< 0.05 a fost considerata statistic semnificativa.

3. Resultate si discutii

3.1. Activitatea antitumorala a LCL-SIM: relatia doza-raspuns

Pentru a evalua relatia dintre diferite doze de LCL-SIM si activitatea lor antitumorala,
soarecii au primit doua injectii i.v. cu dozele indicate, in ziua 8 si ziua 11 dupa inocularea
tumorilor. Volumele tumorale au fost masurate pana in ziva 16, cand primele tumori din grupul
control au ajuns la 2000 mm?3. Rezultatele au fost prezentate ca volume tumorale la ziua 16 in Fig.

5A si ariile de sub curbele de crestere tumorala (AUTC) in Fig. 5B.
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Figura 5. Activitatea antitumorala a diferitelor doze de LCL-SIM. Soarecii au primit doua injectii i.v.
din fiecare formulare la ziua 8 si ziua 11, dupa inocularea celulelor tumorale. Rezultatele au fost raportate
la ziua 16 dupa inocularea celulelor (ziua cand primele tumori din grupul control au ajuns la 2000 mm?3).
A. Volumul tumoral in ziua 16. B. Ariile de sub curbele de crestere tumorala (AUTC) pana in ziua
16 dupa inducerea tumorilor. Rezultatele au fost exprimate ca media = SD a cinci soareci; Control —
grupul netratat (grup tratat cu PBS); 2.5 mg/kg LCL-SIM - grupul tratat cu 2.5 mg/kg LCL-SIM in zilele 8
si 11 dupa inocularea celulelor tumorale; 5 mg/kg LCL-SIM - grupul tratat cu 5 mg/kg LCL-SIM 1n zilele
8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale; 7.5 mg/kg LCL-SIM - grupul tratat cu 7.5 mg/kg LCL-SIM in
zilele 8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale; 10 mg/kg LCL-SIM - grupul tratat cu 10 mg/kg LCL-SIM
n zilele 8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale.
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Pentru toate dozele testate valorile, volumelor tumorale si de asemenea AUTC au fost mult
mai mici decat cele obtinute Tn grupul control si s-a observat o corelatie semnificativ negativa intre
doza si raspuns (coeficientul de corelatiec Spearman= -1, P=0.01). De remarcat, faptul ca activitatea
antitumorald maxima a fost deja atinsa la doza de 5 mg/kg de SIM. Astfel, la aceasta doza,
volumele tumorale au fost reduse cu mai mult de 70% (Fig. 5A) iar decelerarea cresterii tumorale

la ziua 16 dupa inducerea tumorilor a fost aproximativ 62% (Fig. 5B) raportat la grupul control.
3.2. Efectele LCL-SIM versus SIM libera asupra cresterii tumorale

Pentru a compara efectele a 5 mg/kg LCL-SIM si aceeasi dozd de SIM libera asupra
carcinomului de colon C26 in vivo, tratamentele au fost administrate in ziua 8 si ziua 11 dupa
inocularea celulelor tumorale. Activitatile antitumorale au fost evaluate prin masurarea volumelor
tumorale la ziua 12 (ziua cand soarecii au fost sacrificati) (Fig. 6A) si AUTC (Fig. 6B). Volumele
tumorale din grupul tratat cu LCL-SIM au fost cu 50% mai mici in comparatie cu cele din grupul
control (P<0.01, Fig. 6A) in timp ce administrarea de SIM libera nu a afectat acest parametru de
crestere tumorala (Fig. 6A). In concordanti cu aceste rezultate, AUTC au fost semnificativ reduse
de tratamentul cu LCL-SIM in comparatie cu tumorile tratate cu SIM libera sau grupul control
(P<0.05, Fig. 6B). Toate aceste rezultate sugereaza ca activitatea antitumorala a LCL-SIM a fost
asigurata de capacitatea liposomilor de a tinti tumora, marind acumularea de statine intratumoral
si prin urmare amplificAnd efectele inhibitorii ale SIM asupra carcinomului de colon C26.
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Figura 6. Activititile antitumorale ale LCL-SIM si SIM libera in carcinomul de colon C26 in vivo.
Soarecii au primit doud injectii i.v. din fiecare formulare in ziua 8 si ziua 11 dupa inocularea celulelor.
Rezultatele au fost raportate la ziua 12 dupa inocularea tumorilor (ziua cand soarecii au fost sacrificati) A.
Volumele tumorale in ziua 12 ale diferitelor grupuri tratate. B. Ariile de sub curbele de crestere
tumoralia (AUTC) péna in ziua 12 dupa inducerea tumorilor. Rezultatele au fost exprimate ca media +
SD a cinci soareci; Control — grupul netratat (grup tratat cu PBS); SIM - grupul tratat cu 5 mg/kg SIM libera
n zilele 8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale; LCL-SIM -grupul tratat cu 5 mg/kg LCL-SIM in zilele
8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale. Pentru a compara efectele fiecarui tratament asupra tumorilor
in vivo cu controalele (tumorile de la soarecii tratati cu PBS), metoda analizei de varianta unifactoriala (one-
way ANOVA) cu Dunnett's Test pentru comparari multiple a fost utilizat iar valoarea P indicata dupa cum
urmeaza: ns, nesemnificativ (P>0.05); *, P<0.05; **, P<0.01.
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3.3. Efectele citotoxice ale LCL-SIM asupra tesutului tumoral

Pentru a corela activitatea antitumorald a LCL-SIM cu efectele citotoxice directe asupra
celulelor de carcinom de colon C26, moleculele asociate atat cu proliferarea cat si cu apoptoza au
fost evaluate prin analiza imunohistochimica a tumorilor dupa diferite tratamente si rezultatele au
fost prezentate in Fig. 7A-F. Astfel, tumorile au fot evaluate imunohistochimic pentru exprimarea
antigenului nuclear de proliferare celular (PCNA) (Fig. 7A-C) si de asemenea pentru proteina
apoptoticd Bax (Fig. 7D-F). Rezultatele noastre sugereazd ca activitatile antitumorale ale
diferitelor tratamente sunt corelate negativ cu indicele mitotic (coeficientul de corelatie
Spearman= -0.82, P=0.0001) si pozitiv cu indicele apoptotic (coeficientul de corelatie Spearman=
0.82, P=0.0014). Mai exact, tumorile tratate cu LCL-SIM au prezentat un potential proliferativ
mult mai mic cu 50-60% comparativ fie cu tumorile control fie cu tumorile tratate cu SIM libera
(Fig. 7A-C). Dupa administrarea LCL-SIM, exprimarea intratumorald a proteinei apoptotice Bax
a fost usor crescuta cu 15% in comparatie cu productia ei in tumorile tratate cu SIM libera, si

respectiv crescutd moderat cu 36% In comparatie cu exprimarea in tumorile control (Fig. 7D-F).
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Figura 7. Analiza imunohistochimica a efectelor citotoxice a diferitelor tratamente asupra
carcinomului murin de colon C26 in vivo. A-C. Exprimarea PCNA n tumori. Celulele care prezinta
nucleul colorat in maro sunt celule PCNA-pozitive. Sectiunile au fost contracolorate cu hematoxilina Gill
2. D-F. Exprimarea Bax in tumori. Celulele care prezintd colorare citoplasmatica cu maro sunt celule
Bax-pozitive. Sectiunile au fost contracolorate cu hematoxilind Gill 2. A si D-Control (grup netratat); B si
E- grup tratat cu 5 mg/kg SIM 1in zilele 8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale; C si F- grup tratat cu 5
mg/kg LCL-SIM in zilele 8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale. Scala de 20 um si marire a originalului
de 400X.
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3.4. Efectele LCL-SIM asupra angiogenezei tumorale

Pentru a corela activitatea antitumorala a LCL-SIM in carcinomul de colon C26 cu efectele
asupra angiogenezei tumorale am investigat efectele administrarii SIM liposomala si SIM libera
asupra productiei a 24 de proteine implicate n angiogeneza si inflamatie din tumora, folosind un
»array” pentru proteine. Efectele LCL-SIM si SIM libera asupra productiei tumorilor C26 de

proteine pro-angiogenice, au fost prezentate in detaliu in Tabelul 1.

Table 1. Efectele LCL-SIM si SIM libera asupra productiei de proteine pro-angiogenice in
tumorile C26.

Proteine Procentul inhibitiei (-) si stimulérii (+) productiei proteinelor pro-
pro-angiogenice angiogenice Tn carcinomul de colon C26 dupa aplicarea diferitelor

tratamente in comparatie cu productia lor in grupul control

SIM LCL-SIM
G-CSF -52.89 % 0 (***¥) -83.11 % 2.85 (***)
GM-CSF 71,22 £ 0 (***%) -69.66 + 6.82 (****)
M-CSF 27.57 +3.84 (ns) 20.77 + 6.84 (ns)
IGF-11 9.32 + 0.15 (ns) -6.13 +5.71 (ns)
IL-1a 1.13 +17.06 (ns) -22.08 +0.14 (ns)
IL-18 -79.20 % 9.78 (****) -76.02 + 1.36 (****)
IL-6 -66.88 + 15.64 (****) -91.25 + 0.74 (***)
IL-9 -32.48 + 4.33 (¥) -32.1+10.56 (*)
IL-12p40 57.37 + 34.13 (****) 3.34 £ 6.29 (ns)
IL-13 -29.18 + 10.33 (¥) -26.8 + 2.68 (ns)
TNF-a -72.38 + 1.94 (***%) -70.96 + 3.9 (****)
MCP-1 85.36 + 15.36 (****) 73.66 £ 9.5 (****)
Eotaxin -86.46 + 0 (****) -88.94 + 5.67 (***)
FasL -11.8 + 7.52 (ns) -60.38 + 23.6 (****)
bFGF 55.32 + 24.32 (****) -50.77 + 18.41 (****)
VEGF -66.08 + 0.17 (****) 7134 + 1.46 (*¥**%)
Leptin 242,69 + 13.14 (***) -48.25 + 9.8 (***)
TPO 86.08 + 0.46 (****) 23.96 + 4.5 (ns)

Productia proteinelor n tumori dupd aplicarea diferitelor tratamente a fost comparatd cu productia acestor proteine
in tumorile control. Rezultatele au fost reprezentate ca media + SD a doud mdasurdtori independente. ns,
nesemnificativ, P>0.05; *, P<0.05; **, P<0.01.***; P<0.001; **** P<0.0001. TPO, trombopoetina.
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Productia majoritatii proteinelor pro-angiogenice a fost redusa semnificativ in cazul
administrarii SIM liposomale si liberd in comparatie cu productia acestor proteine in tumorile
control. Cu toate acestea, in ansamblu proteinele pro-angiogenice au fost statistic semnificativ
reduse dupa tratamentul cu LCL-SIM comparativ cu efectul administrarii SIM libere. Tn medie,
efectele LCL-SIM asupra productiei proteinelor pro-angiogenice a fost cu 22% mai puternice decat
efectele SIM libere asupra productiei acelorasi proteine (P<0.0001) (Tabel 1).

In cazul productiei proteinelor anti-angiogenice, ambele tratamente au exercitat efecte
stimulatorii puternice asupra productiei proteinelor TIMP-1 si PF-4 (75-165% stimulare
comparativ cu productia din control a acestor proteine), si efecte de reducere moderata a productiei
de TIMP-2 (45-65% reducere in comparatie cu productia de proteine din control) (Tabel 2). Mai
mult, administrarea de SIM libera a stimulat productia de IL-12 subunitatea p70 (IL-12p70) (cu
104%) si monokina indusa de interferon-y (MIG) (cu 55%) in timp ce LCL-SIM au exercitat efecte
de reducere notabile (cu 50%) asupra productiei intratumorale a IFN-y si MIG (Tabel 2).

Tabel 2. Efectele LCL-SIM si SIM liber: asupra productiei de proteine pro-angiogenice in

tumorile C26.
Anti-angiogenic Procentul inhibitiei (-) si stimularii (+) productiei proteinelor anti-
proteins angiogenice in carcinomul de colon C26 dupa aplicarea diferitelor
tratamente in comparatie cu productia lor in grupul control
SIM LCL-SIM
TIMP-1 75.52 + 14.27 (****) 99.89 + 1.2 (*¥***)
TIMP-2 -44.11 + 3.05 (***) -64.33 + 3.99 (****)
PF-4 162.56 + 39.74 (****) 120.91 + 11.48 (****)
IL-12p70 103.64 + 24.41 (****) 25.03 £ 3.37 (ns)
IFN-y -8.48 + 5.57 (ns) -50.37 £ 0.16 (****)
MIG 54,74 + 8.52 (***¥) -49.78 + 4.21 (***¥)

Productia proteinelor in tumori dupd aplicarea diferitelor tratamente a fost compatda cu productia acestor proteine
in tumorile control. Rezultatele au fost reprezentate ca media + SD SD a doud mdsuratori independente. ns,
nesemnificativ, P>0.05; ***; P<0.001; ****, P<0.0001.

In concluzie, rezultatele noastre dovedesc ca incorporarea SIM in LCL ofera o crestere a
activitatii antitumorale asupra carcinomului de colon C26 in vivo. Un subiect de perspectiva ar
putea fi identificarea potentialului acestui tratament de a reeduca macrofagele asociate tumorii

pentru a lupta Impotriva cancerului.
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Capitolul V. Simvastatina liposomala sensibilizeaza carcinomul de colon C26 la

efectele antitumorale ale 5-fluorouracil liposomal in vivo

[Acest captitol a fost trimis spre publicare in journalul PLoS ONE ca: Lavinia Luput, Alina Sesarman,
Alina Porfire, Marcela Achim, Dana Muntean, Tibor Casian, Laura Patras, Valentin Florian Rauca,
Denise Minerva Drotar, loana Stejerean, loan Tomuta, Laurian Vlase, Nicolae Dragos, Manuela Banciu,
Emilia Licarete. Liposomal simvastatin potentiates the antitumor effects of liposomal 5-fluorouracil on C26
colon carcinoma in vivo]

Tn acest studiu am investigat eficacitatea unei noi terapii combinate pentru CRC, bazati pe
administrarea LCL-SIM descrisi in studiul anterior, combinati cu 5-FU — principalul agent
chimioterapeutic utilizat in terapia CRC, de asemenea incapsulat in LCL. Principalele mecanisme
moleculare pe care se bazeaza activitatea antitumorald a celor doi agenti terapeutici au fost
investigate. Rezultatele acestui studiu au evidentiat potentialul LCL-SIM de a sensibiliza celulele
carcinomului de colon murin C26 la actiunea antitumorald a LCL-5-FU. Terapia combinata a
exercitat efecte inhibitorii asupra angiogenezei carcininomului murin C26 si efecte antioxidante.
Astfel, rezultatele noastre au demontrat potentialul acestei terapii combinate ca viitoare terapie

tintita pentru CRC.
Capitolul VI. Concluzii

e Primul studiu al acestei teze a aratat ca TAMS sustin proliferarea celulelor de carcinom de
colon C26 intr-o maniera dependenta de stresul oxidativ potentdnd capacitatea angiogenica a
micromediului tumoral.

e Al doilea studiu al acestei teze a demonstrat ca efectele antitumorale ale LCL-SIM exercitate
asupra carcinomului de colon murin C26 indus la soareci, au fost bazate pe suprimarea
angiogenezei si inflamatiei tumorale si de asemenea pe actiunile antiproliferative si pro-
apoptotice asupra celulelor de carcinom de colon C26, aceste efecte fiind corelate cu
capacitatea LCL de tintire pasiva a micromediului tumoral.

e Al treilea studiu al acestei teze a demonstrat potentialul LCL-SIM de a sensibiliza celulele
de carcinom de colon C26 la administrarea LCL-5-FU. Tn ansamblu, rezultatele noastre au
demonstrat potentialul terapiei combinate bazata pe administrarea LCL-SIM si LCL-5-FU sa

devind o terapie tintita de succes a cancerului colorectal.
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