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Lista de abrevieri

CRC — cancer colorectal

EPR — permeabilitate crescuta si retentie

TME — micromediul tumoral

EV- vezicule extracelulare

TAM — macrofage asociate tumorii

LCL — liposomi cu timp prelungit de circulatie
5-FU — 5-fluorouracil

PLP — prednisolon fosfat

CAFs — fibrobaste asociate cancerului

MSC - celule stem mezenchimale

TEV — vezicule extracelulare secretate de celule tumorale
DOX- doxorubicina

MDA - malondialdehida

IL-4 — interleukina 4

NO — oxide nitric

ROS - specii reactive de oxigen

bFGF — factorul bazal de crestere a fibroblastelor
FasL - ligandul Fas

EE — eficientd de incapsulare

AP-1 c-Jun — subunitatea c-Jun a proteinei activatoare-1
INOS - sintetaza oxidului nitric inductibila

IL - interleukina

ANOVA — analiza variantei

DT — timp de dublare

AUTC — aria de sub curba de crestere a tumorii

Cuvinte cheie: cancer colorectal, macrofage asociate tumorii, vezicule extracelulare, liposomi
cu timp de circulatie prelungit, 5-fluorouracil, prednisolon fosfat, rezistenta la terapie



Capitolul I. Introducere generala si stadiul actual al cunoasterii

1.1. Introducere

Cancerul colorectal (CRC) ramane in continuare una din cauzele majore ale mortalitatii
datorate cancerului, iar detectia acestuia este facutd in stadiile avasate la care eficienta terapiei
secundare crescute, si nu in ultimul rand datoritd dezvoltarii chimiorezistentei celulelor
canceroase. Pentru a surveni aceste limitari, terapiile tintite care utilizeaza liposomi pot facilita
acumularea agentului terapeutic la nivelul tumorii prin intermediul “Efectului de Permeabilitate si
Retentie crescuta”, crescand astfel indicele terapeutic, cu precadere in cazul cancerelor avansate
sau rezistente la tratament.

O caracteristica distinctiva a tumorilor solide, cum este CRC, este comunicarea
bidirectionald continud dintre celulele maligne si celulele stromale care se infiltreaza sau sunt
rezidente in tumora si care creeaza micromediul tumoral (TME). Aceastd comunicare se realizeaza
prin intermediul moleculelor bioactive solubile sau prin intermediul veziculelor extracelulare (EV)
si contribuie major la progresia tumorald. Macrofagele asociate tumorii (TAM) sunt componente
esentiale ale sistemului imunitar inndscut, fiind cele mai abundente celule stromale din tumora. in
micromediul tumoral, TAM sunt educate sa afiseze un comportament care favorizeaza procesele
asociate cu progresia tumorala (cresterea tumorii, inflamatia, angiogeneza, invazia si metastazarea,
precum si rezistenta celulelor canceroase la terapie), orchestrand astfel rezultatul terapeutic.
Asadar, viitoarele terapii tintite ar trebui sd aiba ca scop diminuarea functiei protumorale a TAM
si sa stimuleze functia antitumorald a acestora.

Aceasta tezd investigheaza rezistenta la terapie a celulelor de CRC mediata de comunicarea
bidirectionala dintre TAM si celulele canceroase. De asemenea, in aceastd teza este propusa,
dezvoltata si testatd o noua strategie terapeutica pentru CRC intr-un model de carcinom de colon
murin in vivo. Aceastd strategie constd intr-o terapie combinata, bazata pe administrarea tintita
prin intermediul liposomilor cu timp de circulatie prelungit a unui agent cytotoxic frecvent folosit
in tratamentul acestui tip de cancer (LCL-5-FU), in combinatie cu o terapie tintitd asupra TAM

folosind prednisolon fosfat incapsulat in liposomi cu timp de circulatie prelungit (LCL-PLP).

I.2. Terapia cancerului colorectal

Chimioterapia CRC este bazata pe folosirea unor medicamente cu diferite mecanisme de
actiune, cum ar fi 5-FU (antimetabolit), irinotecan (inhibitor al topoizomerazei 1), si oxaliplatina
(inhibitor al replicarii ADN) (Longley et al., 2003; Xu si Villalona-Calero, 2002; Raymond et al.,
1998). Dezavantajele care apar in cazul folosirii acestor agenti terapeutici (biodisponibilitate

redusa, efecte secundare puternice, rezistenta celulelor canceroase la tratament) nu pot fi in



totalitate depasite prin introducerea medicamentelor orale in schema de tratament (capecitabina,

.....

medicamentului (Machover, 1997; Cutsem et al., 2004; Peeters et al., 2018). Din aceste motive,
dezvoltarea terapiilor tintite care urmaresc cresterea specificitatii antitumorale a medicamentului
si reducerea efectelor secundare a dus imbunétatirea rezultatelor terapeutice in cancerele avansate
(Marabelle si Gray, 2015; van Cutsem et al., 2016; Heinemann et al., 2013). Cele mai promitatoare
terapii tintite aprobate de Food and Drug Administration (FDA) pot fi clasificate in imunoterapii,
care urmaresc activarea celulelor sistemului imunitar din micromediul tumoral in scopul obtinerii
unui raspuns antitumoral din partea acestora si, respectiv, agenti bioterapeutici constand in
anticorpi monoclonali care tintesc cresterea tumorii si angiogeneza (Buchbinder si Desai, 2016;
Ng si Cunningham, 2004; van Cutsem et al., 2017; Hurwitz et al., 2019; Cui et al., 2014).

Ca alternativa, numeroase studii in derulare au ca scop implementarea terapiilor bazate pe
nanoparticule pentru tratamentul CRC, acestea constand in folosirea liposomilor, a micelelor si a
particulelor polimerice pentru transportul tintit al agentilor chimioterapeutici la nivelul tumorilor
(Bobo et al., 2016; Ren et al., 2016). incapsularea medicamentelor in acesti nanocariusi ofera
numeroase avantaje printre care: capacitatea de tintire a tumorilor, toxicitate redusa,
biocompatibilitate, biodisponibilitate, si stabilitate pentru eliberarea prelungitda a medicamentului
sau biodegradabilitate la nivelul tesutului tinta (Bharali si Mousa, 2010). Capacitatea de tintire a
tumorii este asigurata de fenomenul EPR datoritd premeabilitatii vasculare crescute a tumorii cu
pori care variaza ca dimensiune de la 100 la 780 nm de-a lungul celulelor endoteliate si datoritd
unui drenaj limfatic deficient (Maeda, 2001; Cho et al., 2008; Kumar, 2012). Prin urmare,
acumularea nanocarausilor la nivelul tumorii si transportul pasiv al medicamentului este facilitate
prin modularea dimensiunii acestora (50-150 nm) si acoperirea cu un strat hidrofil pentru a evita
recunoasterea acestora la nivelul sistemului reticuloendotelial si pentru a prelungi timpul de
circulatie sistemica (Gabizon si Papahadjopoulos, 1988; Marcucci si Lefoulon, 2004; Li si Huang,
2009; Kumar, 2012).

Cu toate cd existd o gama larga de nanomedicamente concepute pentru tintirea tumorii si
eliberarea tintita a agentului terapeutic, dintre toate terapiile liposmale care sunt aprobate de FDA,
incd nu existd nicio formulare liposomala aprobata pentru medicamentele clasice folosite pentru
tratamentul CRC (5-FU, oxaliplatina, irinotecan).

1.3. Imaginea de ansamblu asupra terapiilor pentru CRC care folosesc nanoparticule
pentru tintirea agentului therapeutic 5-FU

[Parti ale subcapitolului 1.3 au fost publicate in: Rusu A.D., Patras L., Banciu M. 2015. Overview
on nanoparticulate formulations for 5-Fluorouracil delivery in colorectal cancer treatment. Studia
Biologia, 60(2):89-96. ISSN:1221-8103]



Principala abordare chimioterapeutica pentru tratamentul CRC se bazeaza pe 5-FU, care
ramane piatra de temelie a tratamentului systemic pentru acest tip de cancer (Wolpin si Mayer,
2008). Acest agent citotoxic este un analog al uracilului care contine fluor, fiind clasificat ca un
antimetabolit care este convertit intracelular in trei metaboliti activi care pot fi incorporati in ADN
sau ARN, ducand la apotoza si moartea celulelor (Anitha et al., 2014; Longley et al., 2003).
de tintire a tumorilor din cauza ca majoritatea medicamentului este degradat enzymatic la nivelul
ficatului, necesitand astfel tratamentul cu doze mari de medicament care actioneaza si asupra
celulelor si tesuturilor sanatoase ducand la puternice efecte adverse (Zhang et al., 2008b; Wigmore
et al., 2010). Un alt obstacol major pentru folosirea 5-FU in tratamentul CRC avansat consta in
dezvoltarea rezistentei celulelor canceroase la tratament prin numeroase mecanisme moleculare
(Zhang et al., 2008b; Ortiz et al., 2012).

Au fost descrise un numar mare de terapii pentru CRC bazate pe incapsularea agentului
cytotoxic 5-FU intr-o gama variata de sisteme de tintire de tipul nanoparticulelor in scopul
depasirii limitdrilor prezentate anterior si pentru a creste eficacitatea terapeutica a medicamentului
prin tintirea specifica la nivelul tumorilor si eliberarea controlata a acestuia (Nair et al., 2011,
Subudhi et al., 2015). Rezultate promitatoare au fost obtinute folosind mechanisme pentru
eliberarea medicamentului dependente/activate de pH (e.g. hidrogeluri si nanoparticule sferice pe
bazda de chitosan grefate cu grupari tiolice) de microflora (e.g. nanoparticule pe baza de
chitosachitosan biodegradabile) sau hipertermie (e.g. liposomi magnetici multilamelari) (Subudhi
et al., 2015; Park et al., 2010b; Clares et al., 2013).

Chiar daca au fost dezvoltate o multitudine de formulari bazate pe nanoparticule pentru
tintirea 5-FU la nivelul CRC care s-au dovedit a fi superioare administrarii traditionale a
medicamentului, unele efecte adverse nu au putut fi prevenite. Din acest motiv, este de dorit
optimizarea acestor tipuri de terapii tintite care incorporeaza 5-FU 1n nanoparticule, avand in
vedere faptul cd In prezent nu existd nicio terapie aprobata pentru CRC care sd aiba la baza

folosirea acestor nanocarausi.

I.4. Modularea progresiei tumorilor si a raspunsului la terapie de catre micromediul

tumoral
1.4.1. Micromediul tumoral

Tn cazul tumorilor solide, TME este un factor critic pentru rezultatul terapiilor aplicate
datorita interactiunii dintre celulele maligne (canceroase) si celulele stromale constand in celule
ale sistemului imuntar, celule endoteliale vasculare, celule limfatice endoteliale, pericite,

fibroblaste asociate cancerului (CAFs), celule stem mezenchimale (MSC) si adipocite (Li et al.,



2007; Casazza et al., 2014a). Transferul bidirectional al semnalelor secretate (e.g. factori solubili
si vezicule extracelulare care transmit molecule bioactive) asigura interactiunea reciproca si CO-
evolutia dintre tumora si stroma, interactiune care moduleaza la randul ei procesele asociate
tumorii (cresterea tumorald, evitarea sistemului imunitar, angiogeneza, invazia si metastazarea,
precum si dezvoltarea rezitentei la terapie a celulelor canceroase) (Li et al., 2007; Whiteside, 2008;
Egeblad et al., 2010; Pitt et al., 2016).

Rolul primordial al celulelor inflamatoare care se infiltreaza la nivelul tumorilor
(macrofage, limfocite, celule dendritice, celule “natural killer”) este redirectionat spre producerea
de molecule imunosupresive, citokine, chemokine, factori de crestere, care impreuna duc la
perturbarea sistemul imunitar antitumoral si contribuie la progesia tumorala (Zitvogel et al., 2006;
Li et al., 2007; Whiteside, 2008; Mancino si Lawrence, 2010; Balkwill and Mantovani, 2001).
Linia de descendenta celulara hematopoietica monocit-macrofag consta in celule care moduleaza
aceastd tranzitie datoritd abundentei lor intratumorale si plasticitatii crescute caracteristica
macrofagelor care pot fi polarizate spre doua stari distincte de activare in functie de semnalele
primite din mediu (Mantovani et al., 2002; Mantovani si Locati, 2013). Activarea clasica a
macrofagelor inspre fenotipul M1 antitumoral asigura un mediu proinflamator si imunostimulator
care duce la moartea celulelor tumorale (Zhong et al., 2018; Mantovani et al., 2004b). Activarea
alternative a macrofagelor inspre fenotipul M2 protumoral asigurd un mediu antiinflamator si
imunosupresiv caracterizat prin capacitatea de remodelare tisulara (Mantovani et al., 2004a;

Mantovani, 2006; Mantovani et al., 2013).

1.4.2. TAM sunt contributori esentiali la TME

TAM sunt asociate cu un fenotip asemanator macrofagelor M2, iar rolul lor de baza in
orchestrarea progresiei tumorale si a raspunsului la terapie TAM rezulta din capacitatea acestora
sa secrete molecule inflamatoare, enzyme proteolitice, factori de crestere proangiogenici
(Mantovani et al., 2004a; Lewis si Pollard, 2006; Mancino si Lawrence, 2010; Zhong et al., 2018).
Aceste molecule sustn si coordoneazd majoritatea proceselor asociate TME cum sunt
imunosupresia, cresterea tumorald, inflamatia si stresul oxidativ asociat cu angiogeneza, invazia
si metastazarea, si nu in ultimul rand, chimiorezistenta (Mantovani et al., 2006; Pollard, 2004;
Crowther et al., 2001; De Palma si Lewis, 2013; Zhong et al., 2018).

Desi numeroase studii atribuie un rol protumoral acestor TAM in tumorile solide si
asociaza infiltrarea lor in TME cu un prognostic slab, rolul TAM 1in progresia CRC rdmane
controversat, avand in vedere ca atét efecte pro si atitumorale au fost descries in literature pentru
aceste celule, observatiile variind in functie de semnatura moleculara a tipului de cancer, de

conditiile experimentale si de medicamentul folosit (Zhong et al., 2018). Prin urmare, pentru



interventia terapeutica asupra CRC, cunostinte ulterioare asupra mecanismelor exacte prin care
TAM sustin sau reduc progresia tumorald vor putea fi folosite pentru a concepe si implementa
terapii care tintes specific TAM, fie prin inhibarea functiei lor protumorale, fie prin re-educarea
acestora thapoi la un fenotip M1 antitumoral (Stout et al., 2009; Zhong et al., 2018). De asemenea,
strategiile de re-educare a TAM care combina terapia citotoxica cu terapia tintita asupra TAM, ar
putea duce la efecte antitumorale net superioare datoritd unui rezultat sinergic sau complementar

(Mantovani et al., 2017).

Chapter I1. Comunicarea intercelulara din micromediul tumoral mediata de vezicule

extracelulare ca punct de plecare pentru tintirea progresiei tumorale

[Portiuni din Capitolul Il au fost acceptate pentru publicare in jurnalul Current Pharmaceutical
Design in editia speciala intitulata: " Active Nanotargeting in Medicine” ca: Patras L. and Banciu
M. 2019. Intercellular crosstalk via extracellular vesicles in tumor milieu as emerging therapies
for cancer progression. Current Pharmaceutical Design,
DOI:10.2174/1381612825666190701143845, ISSN: 1873-4286]

I11.1. Introducere

Veziculele extracelulare (EV) sunt nanostructuri membranoase heterogene cu un rol
essential ca mecanisme de comunicare intercelulara in TME prin transferal bidirectional de
molecule functionale intre celulele canceroase si cele stromale (Yuana et al., 2013; Becker et al.,
2016; Vader et al., 2014). Numeroase studii au confirmat contributia activd a EV la progresia
cancerului si rezultatul terapeutic prin medierea interactiunii dintre celule stromale si cele tumorale
care poate duce la crearea unui micromediu favorabil pentru evolutia procesele protumorale:
angiogenezad, invazie si metastazare, dezvoltarea rezistentei la medicamente a celulelor canceroase
(Kanada et al., 2016).

Alaturi de potentialul EV de a permite descifrarea unor aspecte cruciale ale comunicarii
intercelulare intratumorale, strategiile terapeutice bazate pe EV au ca scop tintirea progresiei
tumorale prin interventia asupra producerii veziculelor cu rol protumoral, prin blocarea preluarii
acestora de catre celulele destinatare sau prin alterarea incarcaturii transportate de EV (Peinado et
al., 2012; Atai et al., 2013; Lunavat et al., 2017). in plus, EV sunt folosite in momentul de fata ca
nanocarausi datoritd analogiei acestora cu liposomii si avantajelor oferite de proprietatile lor
intrinseci (de exemplu dimensiunea redusa si stratul natural de proteine si lipide de pe suprafata
veziculelor) care include biodisponibilitatea crescutd, timp de circulatie prelungit, preluarea
preferentiala de catre celulele tumorale, capacitatea de a depasi barierele biologice (Fischer et al.,

2009; Petros si DeSimone, 2010; EI Andaloussi et al., 2013; Yang et al., 2015a; Kim et al., 2018).



Au fost testate numeroase abordari care urmdresc optimizarea eficientei de incorporare a unei
game variate de molecule terapeutice in aceste nanovezicule (van Dommelen et al., 2012; Raposo
si Stoorvogel, 2013; Vader et al., 2016). in general, aceste abordari au recurs fie la modificarea
inginerie genetica a celulelor donoare de EV astfel incat acestea sa secrete EV modificate pentru

a purta diferiti agenti terapeutici, fie la modificarea EV dupa izolarea si purificarea acestora (Vader

etal., 2016).

11.2. Rolul veziculelor extracelulare Tn micromediul tumoral

EV produse de celulele tumorale (TEV) au fost direct implicate in recrutarea si polarizarea
macrofagelor Tnspre fenotipul M2 protumoral prin stimularea funtiei anti-inflamatoare si
imunosupresive a acestor macrofage (Chow et al., 2014; Cooks et al., 2018; Park et al., 2019).
Alte studii au aratat ca EV produse de catre TAM au putut modifica fenotipul si functia celulelor
micromediului tumoral in vederea exercitdrii unor efecte asociate cu imunosupresia si cresterea
potentialului invaziv si metastatic al celulelor vizate (Shao et al., 2018b; Shen si Ren, 2018; Zhou
et al., 2018). Asadar, aceste rezultate sugereaza ca interactiunea mediata de EV dintre celulele
canceroase sau alte celule stromale si macrofagele cu fenotip M2 din TME are o contributie majora
la progresia tumorala si scoate in evidenta noi oportunitati terapeutice care pot aparea prin
intermediul strategiilor de re-educare a TAM sau blocarea producerii de EV cu rol protumoral in
TME.

Literatura de specialitate din ultimii ani a demonstrat contributia EV la instalarea
rezistentei celulelor canceroase la chimioterapie, radioterapie si la terapiile tintite prin mecanisme
foarte variate (Meads et al., 2009; Azmi et al., 2013; Sharma, 2017). De exemplu, TEV induc
chimiorezistenta prin capacitatea lor de a sechestra agenti terapeutici si metaboliti ai acestora in
scopul scoaterii din celule sau pot transfera molecule functionale care induc rezistenta la
medicamente unor celulele care sunt sensibile la tratament, modificand astfel raspunsul lor la

terapie (Safaei, 2005; Ciravolo et al., 2012; Raposo si Stoorvogel, 2013; Vader et al., 2013).

11.3. Avantajele folosirii EV ca noi strategii pentru terapia cancerului

EV au conturat o clasa noua de sisteme pentru livrarea tintitd a agentilor terapeutici care
este promitatoare prin prisma posibilitatulor oferite si a contributiei la noile descoperiri legate de
reechilibrarea si re-educarea micromediul tumoral in scopul contracararii principalelor procese
care sustin si ajuta la progresia proceselor maligne (Kooijmans et al., 2012; ElI Andaloussi et al.,
2013). Deoarece avantajul major al folosirii EV pentru transferul agentilor terapeutici este efectul
cytotoxic pronuntat asupra celulelor destinatare care poate duce la evitarea dezvoltarii rezistentei
la terapie a mai multor tipuri de cancere, numeroase studii pun n practica metodologii de izolare

a EV, functionalizare si incarcare cu compusi bioactivi (Mulcahy et al., 2014; Kim et al., 2016;

10



Kim et al., 2018). O alta strategie abordata consta in exploatarea EV produse de celule (canceroase
sau apartinand sistemului imunitar) modificate prin inginerie genetica Tn scopul transferului
specific (datorita unui ligand) sau a unei incarcaturi specifice (molecule supraexprimate in EV).
Aceasta din urma a demonstrat capacitatea unor astfel de EV de a contracara progresia tumorala
si de a induce chimiosensibilitate in celulele destinatare atét in vitro cat si in vivo (Lou et al., 2015;
Yuan et al., 2017; Li et al., 2018).

Cu toate acestea, un obstacol major reprezentat de noile strategii descrise este transferul
inefficient sau in cantitati reduse a medicamentului la nivelul tesutului tintit. Noi descoperiri care
vizeaza biologia EV si cu precadere studiul proteinelor si lipidelor de pe suprafata acestora, precum si
a moleculelor continute de veziculele, vor contribui la optimizarea si dezvoltarea continua a EV ca

nanosisteme de tintire a medicamentelor in cadrul oncologiei.

Chapter I11. Scopul tezei si obiectivele generale

In circumstantele in care tratamentul CRC se confrunta frecvent cu esecul chimioterapiei,
dovezile actuale atribuie veziculelor extracelulare si macrofagelor asociate tumorii un rol
protumoral tot mai pronuntat, considerandu-le contributori critici ai TME care initiaza si sustin
progresia tumorala si moduleaza efectul terapiei anticanceroase. Desi terapiile tintite ale CRC sunt
in continud dezvoltare, in momentul de fatd nu exista nicio terapie liposomald aprobata pentru
acest tip de cancer, precum nu exista niCio terapie care tinteste progresia tumorala mediata de
TAM. Asadar, scopul acestei teze a fost de a dezvolta a noua terapie conbinata tintita asupra CRC
care sd urmareasca modularea comunicarii intercelulare dintre celule de carcinoma de colon murin
C26 si celulele TME. Pentru indeplinirea acestui scop au fost stabilite doua obiective generale.

Primul obiectiv a constat in studiul interactiunii dintre celulele canceroase C26 si TAM
pentru a descoperi mecansmele moleculare responsabile pentru modularea rasunsului la terapie de
catre aceste celule. Cercetarea din Capitolul 1V a investigat rolul EV in medierea comunicarii
dintre celulele canceroase si macrofage, si respectiv asocierea acestora cu instalarea rezistentei
celulelor de cancer colorectal la tratamentul cu DOX in vitro. Capitolul V s-a adresat modularii
mediate de TAM asupra raspunsului celulelor C26 la agentul citotoxic 5-FU, intr-un model de co-
culturd in vitro.

Al doilea obiectiv a urmarit dezvoltarea unei noi terapii liposomale combinate bazata pe
tintirea simultana a celulelor de cancer de colon murin C26 folosind liposomi cu tip de circulatie
prelungit incarcati cu agentul citotoxic 5-FU (LCL-5-FU) si a efectelor mediate de TAM folosind
LCL-PLP. Capacitatea terapiei liposomale tintite propuse (LCL-5-FU+LCL-PLP) de a potenta
citotoxicitatea agentului terapeutic prin contracararea proceselor protumorale mentinute de TAM

in vivo a fost investigata in Capitolul VI.
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Capitolul 1V. Veziculele extracelulare produse in urma tratamentului cu doxorubicina
moduleaza raspunsul celulelor stromale la chimioterapie in vitro

[Capitolul VI reprezinta un manuscris trimis spre publicare ca: Patras L., Fens M.H.A.M., Vader
P., Barendrecht A., Banciu M., Schiffelers R. 2019. Doxorubicin-elicited tumor extracellular

vesicles modulate the response of stromal cells to chemotherapy in vitro]

Transferul bidirectional din TME care std la baza comunicarii dintre tumora si stroma
sustine progresia tumorala prin reglarea raspunsului sistemului imunitar, angiogeneza, invazie,
metastaza si rezistenta medicamentoasa a cancerului. Rolul modulator al TEV asupra efectului
terapeutic al tratamentelor aplicate survine din capacitatea acestor vezicule de a modifica fenotipul
si comportamentul celulelor destinatare, astfel remodeland TME si interactiunea complex dintre
celulele canceroase si cele stromale. Astfel s-a investigat capacitatea TEV izolate de la celule de
colon murin C26 expuse in vitro in conditii de hipoxie (1% oxigen) si de stres terapeutic
(doxorubicina (DOX)) de a altera raspunsul celulelor C26 si RAW 264.7 - asemanatoare
macrofagelor, la acelasi agent therapeutic in conditii de normoxie si hipoxie. Rezultatele obtinute
sugereaza potentialul TEV isolate din conditii normoxice de a determina un raspuns mai diminuat
la DOX in celulele destinatare (C26 si RAW 264.7). Acest efect a fost atribuit unui fenotip care
tinde sa fie mai rezistent la terapie in celulele donoare de TEV, sugerat de un raspuns anti-apoptotic
puternic si capacitatea acestor celule de a mentine un nivel fiziologic de stres oxidativ.

In concluzie, acest studio ridicd o noud perspectiva asupra rolului modulator pe care il au
TEV induse de chimioterapie in micromediul tumoral al CRC, care poate ilustra mai bine
evenimentele care contribuie la achizitionarea rezistentei la agentii chimioterapeutici de catre

celulele canceroase in vivo.

Capitolul V. Rolul dual al macrofagelor in rispunsul celulelor de carcinom de colon murin
C26 la tratamentul cu 5-fluorouracil

[Capitolul V a fost publicat ca: Patras L., Sesarman A., Licarete E., Luca L., Alupei M.C., Rakosy-
Tican E., Banciu M. 2016. Dual role of macrophages in the response of C26 colon carcinoma cells
to 5-fluorouracil administration, Oncology Letters, 12(2):1183-1191. ISSN:1792-1082, DOI:
10.3892/01.2016.4708]

V.1. Introducere

Tn lumina studiilor existente, s-a demonstrat ¢ TAM sunt mediatori critici ai progresiei
tumorale care moduleaza angiogeneza, inflamatia, metastazarea, stresul oxidativ si raspunsul
celulelor canceroase la agentii citotoxici. Cu toate acestea, rolul TAM in prognosticul CRC la

terapie este inca controversat. Astfel, studiul actual a avut ca scop investigarea mecanismelor prin
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care TAM mediaza raspunsul celulelor de carcinoma de colon murin C26 la agentul citotoxic 5-
FU, in momentul co-cultivirii TAM cu celule canceroase in vitro. in aceste conditii, citotoxicitatea
5-FU a fost evaluata atat in conditii de monocultura cat si in conditii de co-cultura a celulelor C26
cu macrofage peritoneale. In continuare, pentru concentratia cea mai mica de 5-FU care a avut un
efect citotoxic major, s-a determinat din lizate tumorale nivelul de exprimare a factorului de
transcriere NF-«xB prin analiza western blot, precum si nivelul de productie de proteine
angiogenice si inflamatoare printr-o analiza de screening (array pentru proteine). Pentru a obtine
informatii legate de influenta exercitata de TAM asupra stresului oxidativ, s-a masurat concentratia
de malondialdehida (MDA) prin HPLC si concentratia de nitriti (ca metaboliti principali ai
oxidului nitric) printr-o metoda colorimetrica. Rezultatele au demonstrat ca TAM afiseaza un rol
dual in modificarea raspunsului celelelor C26 la in momentul administrarii 5-FU Th modelul de
co-cultura.

Astfel, TAM au reusit sa sensibilizeze celulele C26 la tratamentul cu 5-FU prin inhibarea
producerii de proteine implicate in angiogeneza si inflamatie, dar in schimb au protejat celulele
canceroase de stresul oxidativ indus de agentul terapeutic folosit. impreuna, rezultatele acestui
studiu indica faptul cd administrarea 5-FU Tmpreuna cu agenti farmacologici care sa prevind rolul
protumoral al TAM, si anume capacitatea TAM de a mentine un nivel fiziologic de stres oxidativ

intratumoral, ar putea Tmbunatati considerabil eficacitatea 5-FU.

V.2. Material si metode

Celulele de carcinoma de colon murin C26 (Cell Line Services GmbH, Germany) au fost
cultivate in monostrat, in mediu de cultura RPMI 1640 complet (Lonza) suplimentat cu 10% ser
fetal bovin inactivat prin incalzire (HyClone, GE Healthcare Life Sciences), la 37 °C intr-o
atmosfera umidificatad continadnd 5% CO:x.

Co-cultura celulelor C26 cu macrofage a fost obtinuta prin insamantarea suspensiei de celule
tumorale C26 peste o culturd in monostrat de macrofage peritoneale induse de tioglicolat si isolate
de la soarcei BALB/c singeneici (Cantacuzino Institute, Romania), intr-un raport de densitate
celulara de 1:4 care asigura polarizarea macrofagelor inspre fenotipul asemanator TAM si
aproximeaza conditiile optime pentru dezolvarea carcinomului de colon murin in vivo (Herbeuval
et al., 2004). in plus, pentru a confirma diferentierea macrofagelor peritoneale inspre fenotipul
characteristic TAM, gradul de exprimare a 24 de proteine angiogenice/inflamatoare din modelul
de co-cultura a fost comparat cu gradul de exprimare a acelorasi proteine atunci cand s-au folosit
macrofage peritoneale diferentiate cu IL-4 (rezultand un fenotip caracteristic TAM) co-cultivate
cu celule canceroase, iar comparatia dintre cele doud modele nu a aratat diferente semnificative

(date neincluse) (Martinez et al., 2006). Experimentele au fost desfasurate conform regulilor
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nationale si au fost aprobate de comisia de etica a universitatii pentru experimente effectuate pe
modele animale (nr. inregistrare 32652/01.07.2014).

Testul de proliferare celulara a fost efectuat folosind testul imunocolorimetric ELISA BrdU-
(Roche Applied Science, Germany) pentru a determina daca prezenta TAM poate afecta
capacitatea proliferativa a celulelor C26 in urma tratamentului. Tn acest scop, citotoxicitatea unor
concentratii de 5-FU cuprinse intre 0.125-16 pM a fost evaluate dupa 72h de tratament asupra
monoculturii de C26 (1x10*celule C26/godeu) si a co-culturii de C26 si TAM in raport de densitate
de 1:4. Rezultatele au fost exprimate ca % de inhibare a proliferarii celulelor C26 sau a co-culturii
comparative cu controlul (cultura standard sau co-cultura in lipsa tratamentului).

Lizatele celulare au fost preparate pentru evaluarea ulterioara a efectelor tratmentului cu 4 UM 5-
FU in prezenta TAM asupra unor markeri “cheie” asociati cu progresia tumorala. Tamponul de
liza a constat in 10 mM HEPES (pH 7), 200 mM NaCl, 1% Triton X, 10 mM MgCl,, 1 mM
ditiotreitol (DTT) si tablete contindnd un amestec de inhibitori de proteaze (Complete, Roche
Diagnostics GmbH, Germany). Concentratia proteica a fost determinata prin metoda Bradford
(Bio-Rad, Hercules, CA) (Bradford, 1976).

Gradul de exprimare a factorului de transcriere NF-kB a fost determinat din lizate celulare
prin analiza western blot pentru a testa efectele 5-FU asupra acestui factor mediator al
angiogenezei si inflamatiei tumorale, si pentru a testa dacd prezenta TAM poate potenta sau nu
efectele medicamentului asupra acestei proteine. Anticorpul primar folosit a fost anticorp 1gG
monoclonal de soarece anti-NF-xB p65 de la soarece (Santa Cruz Biotechnology). Benzile au fost
detectate folosind Clarity™ Western ECL (Bio-Rad) iar membranele au fost expuse la un film de
raze X (Kodak) care dupa developare a fost fotografiat folosind instrumentul BioSpectrum
Imaging System (BioSpectrum AC Chemi HR 410, Cambridge, England). Programul TotalLab
Quant a fost folosit pentru analiza densitometrica, iar gradul de exprimare a NF-xB Tn monocultura
si co-cultura a fost ilustrat ca % de inhibare comparativ cu controlul.

Gradul de productie a proteinelor inflamatoare si angiogenice din fiecare conditie
experimentala a fost determinat folosind kitul RayBio® Mouse Angiogenic Cytokine Antibody
Array (RayBiotech Inc., Norcross, GA) dupa cum a fost descries anterior (Banciu et al., 2006).
Gradul de exprimare a 24 de proteine implicate in procese asociate inflamatiei si angiogenezei a
fost cuantificat prin densitometrie folosind programul TotalLab Quant.

Concentratia de MDA a fost misurati prin Cromatografie Lichidi de Inalta Performanta (HPLC)
dupa cum a fost descries anterior (Alupei et al., 2015), deoarece MDA este un produs peroxidarii
lipidelor mediata de speciile reactive de oxigen (ROS) si se foloseste frecvent ca indicator al
stresului oxidativ (Del Rio et al., 2005). Aceasta determinare a urmarit investigarea rolului

modulator al TAM asupra stresului oxidativ dupa tratamentul cu 5-FU. Coloana de HPLC a fost
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RP18 (5 um) (Supelco, Pennsylvania, USA) si faza mobile a constat ih 30 mM KH2PO4/metanol
intr-un raport volumetric de 65:35%. Pentru detectia MDA s-a folosit un detector UV (UV -
2070/2075 Jasco, Tokyo, Japan) setat la 254 nm. Datele au fost exprimate ca uM MDA dupa
normalizarea fata de concentratia de proteine din lizatele celulare.

Concentratia de metaboliti ai oxidului nitric (NO) dupa tratamentul cu 5-FU in cultura standard
si Tn co-cultura a constat in masurarea nitritilor prin testul colorimetric Griess, dupa cum a fost
descris anterior (Alupei et al., 2015). NO este 0 molecula implicatd in semnalizarea celulara, a
carei concentratie foarte mare devine citotoxica, in timp ce concentratiile reduse de NO exercita
efecte protumorale (Rahat si Hemmerlein, 2013). Datele au fost exprimate ca nM nitriti dupa

normalizarea fatd de concentratia de protein din lizatele celulare.

Analiza statistica a constat in folosirea testului t de neperechi pentru compararea efectelor 5-FU
asupra culturii standard de celule C26 sau a co-culturii celulelor C26 cu macrofage, iar analiza de
varianta bifactoriald (two-way ANOVA) cu corectia Bonferroni pentru comparari multiple a fost
folosita pentru a compara efectele 5-FU asupra gradului de exprimare a proteinelor
angiogenice/inflamatoare din lizatele celulare. Datele au fost exprimate ca medie + deviatia
standard (SD) si programul GraphPad (San Diego, CA) a fost folosit pentru toate analizele. O

valoare a coeficientului de corelatie Pearson (P) mai mica de 0.05 a fost considerata semnificativa.

V.3. Rezultate si discutii

V.3.1. Tratamentul cu 5-FU a inhibat puternic proliferarea celulelor C26 si a redus gradul

de exprimare a factorului de transcriere NF-kB independent de prezenta TAM
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Figura V.1. Efectele 5-FU asupra proliferirii celulelor de cancer colorectal murin C26. (A) 72h dupa
incubarea celulelor C26 cu concentratii diferite de 5-FU (0.125-16 puM); (B) 72h dupa incubarea co-culturii
de celule C26 cu macrofage peritoneale (¢) concentratii diferite de 5-FU (0.125-16 uM). Datele sunt
reprezentate ca medie = SD a 3 masuratori si exprimate ca % inhibare a proliferarii celulelor C26 sau a co-
culturii dupa tratament cu 5-FU comparativ cu proliferarea celulelor in control (C26 sau co-cultura fara
tratament).
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La concentratii mai mari 4 M, 5-FU a inhibat puternic strongly (cu 75% fata de control)
proliferarea celulelor C26 atat an conditii standard de cultura (Fig. V.1A) cat si in co-cultura de
celule ce 26 cu TAM (Fig. V.1B). Cea mai mica concentratie de 5-FU (4 pM) care a avut efecte
citotoxice puternice asupra proliferarii celulare (Fig. V.1A si B) a fost folosita pentru experimente
ulterioare pentru testarea activitatii modulatoare a TAM asupra raspunsului celulelor C26 la

tratamentul cu 5-FU.
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Figura V.2. Efectele administrarii 5-FU asupra nivelului de exprimare al NF-kB. (A) Analiza western
blot asupra nivelului de NF-«xB levels Tn celulele C26. C26 = celule C26 netratate; C26+5-FU = celule C26
tratate cu 4 UM 5-FU pentru 72h; C26 + ¢ = co-cultura de celule C26 cu macrofage (¢) fara tratament; C26
+ ¢ + 5-FU = co-cultura de celule C26 si ¢ incubate cu 4 uM 5-FU pentru 72h. B-actin a fost controlul de
incarcare a probelor in gel; (B) Cuantificarea datelor de western blot. Rezultatele sunt comparate cu nivelul
NF-xB din controale si exprimate ca medie = SD a 2 experimente; ns - nesemnificativ, P>0.05; *, P<0.05.

Tinand cont de rolul controversat al TAM 1in dezoltarea CRC, s-a studiat daca acest tip de
celule 5-FU asupra nivelului de exprimare a factorului de transcriere NF-xB — mediator critic al
potentialului proliferativ, anti-apoptotic si angiogenic, factor care este constitutive activat in
majoritatea linilor de CRC, precum si in modelul in vitro din acest studio (Fig. V.2) (Uetsuka et
al., 2003; Sakamoto et al. 2009). Este interesant faptul ca tratamentul cu 4 uM 5-FU a inhibat
puternic exprimarea NF-xB (cu 70% comparative cu controlul) independent de prezenta TAM
(Fig. V.2A si B), ceea ce poate fi in conexiune cu efectul inhibitor asupra proliferarii celulare
observat (Fig. V.1A si B). Acest rezultat este conform cu studii anterioare care au raportat
asocierea Ccitotoxicitatii crescute a medicamentului cu inhibarea NF-xB si a dus la moartea

celulelor canceroase prin apoptoza (Azuma et al., 2001; Uetsuka et al., 2003; Nowis et al., 2007).

16



V.3.2. TAM au indus susceptibilitatea la tratamentul cu 5-FU a celulelor C26 prin medierea
unui raspuns anti-angiogenic si anti-inflamator puternic

Screening-ul a 24 de proteine implicate in inflamatie si angiogeneza a urmarit daca TAM
au capacitatea de a modula actiunea 5-FU asupra acestor procese si imaginea de ansamblu asupra
nivelului de exprimare al acestor proteine in fiecare conditie experimentalad este ilustrat in Fig.
V.3. In concordanti cu alte studii, rezultatele noastre au confirmat rolul crucial al TAM in
sustinerea proceselor protumorale (inflamatie, angiogeneza, metastazd) deoarece prezenta TAM
in co-cultura netratata a stimulat productia totalda a acestor protein de 2 ori comparative cu
productia proteinelor in cultura standard (Fig. V.3) ( Choo et al., 2005; Banciu et al., 2008b;
Solinas et al., 2009; Alupei et al., 2015).

Totodata, in prezenta macrofagelor, tratamentul cu 5-FU a determinat reducerea nivelului
total de proteine testate (cu 44%, P<0.0001) fatd de productia aceloasi protein co-cultura netrata
(Fig. V.3). Efectele anti-angiogenice si anti-inflamatorii observate, impreuna cu suprimarea
productiei de NF-xB ar putea fi responsabile pentru micromediul antiproliferativ creat, in care
TAM mediaza susceptibilitatea celulelor C26 la tratamentul cu 5-FU (Zins et al., 2007; Hagemann
et al., 2008; Quatromoni si Eruslanov, 2012; Gutschalk et al., 2013; Ryan et al., 2014).

In absenta TAM, celulele C26 tratate cu 5-FU au avut un nivel mult mai crescut al
majoritatii proteinelor angiogenice si inflamatare proteins comparative cu celulele C26 netratate
(cu 84 %, P<0.0001). Prin urmare, aceste celule afigseaza un fenotip mai rezistent la tratament, care
poate fi datorat stimularii considerabile a producerii bFGF (de 3 ori) si FasL (de 5 ori) comparativ
cu controlul, deoarece supraexprimarea acestor proteine este asociate cu o agresivitate crescuta si
cu un potential metastatic ridicat al celulelor canceroase (Figure V.3) (Casanovas et al., 2005;
Igney si Krammer, 2005).

V.3.3. TAM au manifestat un efect protectiv asupra celulelor C26 expuse la 5-FU prin
mentinerea nivelului de stres oxidativ fiziologic

Deoarece numeroase studii au sugertat ca TAM sunt capabile sa mentina nivelul fiziologic
de stres oxidativ, in acest studio am investigat daci TAM au capacitatea de a modula stresul
oxidativ Tn urma tratamentului cu 4 uM 5-FU in co-cultura prin cuantificarea unor markeri de baza
ai stresului oxidativ din lizate celulare (MDA si nitriti) (Kundu et al., 1995; Siegert et al., 1999;
Wartenberg et al., 2003; Del Rio et al., 2005; Nowis et al., 2007) (Fig. V4). Doar tratamentul cu
5-FU a crescut semnificativ concentratia MDA 1in celulele C26 in monocultura (cu 45%, P<0.05,
Fig. V.4A) in comparatie cu celulele C26 netratate. Capacitatea acestui agent cytotoxic de a induce
o actiune pro-oxidantd in celule de CRC a fost observata si in alte studii, iar cresterea stresului
oxidativ peste nivelul fiziologic este asociatd cu moartea celulara prin apoptoza indusa de specii
reactive de oxigen (ROS) (Hwang et al., 2001; Fu et al., 2014; Sun et al., 2014).
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Figura V.3. Efectele diferitelor conditii experimentale asupra nivelului de proteine
angiogenice/inflamatoare in lizatele celulare. Rezultatele sunt prezentate fie ca procent (%) de reducere
(-) a exprimarii proteinelor variind intre 0% (alb) si 100% (negru) sau ca % de stimulare (+) a exprimarii
proteinelor variind de la 0% (alb) la 550 % (rosu) in: C26 + ¢ = co-cultura comparativ cu nivelul de
exprimare al proteinelor angiogenice/inflamatoare in lizate de la celule C26 netratate; C26 + 5-FU = celule
C26 tratate cu 4 uM 5-FU comparativ cu nivelul de exprimare al proteinelor angiogenice/inflamatoare in
lizate de la celule C26 netratate; C26 + ¢ + 5-FU = co-cultura tratata cu 4 uM 5-FU comparativ cu nivelul
de exprimare al proteinelor angiogenice/inflamatoare in lizate de la celule C26 netratate.

Spre deosebiere de monocultura, in prezenta TAM, 5-FU nu a reusit sa induca stresul
oxidativ sugerand cd TAM ar putea fi responsabile pentru protejarea celulelor canceroase de
stresul oxidativ indus de 5-FU contribuind la contracararea efectelor citotoxice produse de
medicament (Fig. V.4B). Acest efect este confirmat si de datele care arata o crestere semnificativa
a productiei de nitriti in urma tratamentului cu 5-FU (by 4-fold, P=0.0329, Fig. V.4D) doar in
prezenta macrofagelor. Deoarece nivelul de stres nitrozativ detectat (interval nM) nu a depasit
limitele fiziologice de NO necesare la care acesta incepe sd exercite efecte antitumorale, rezultatul
obtinut poate fi in stransa legdturd cu protectia impotriva apoptozei celulare mediatd de ROS si
mentinerea unui nivel de stres nitrozativ netoxic (Rahat si Hemmerlein, 2013; Krishnaiah et al.,
2002; Wartenberg et al., 2003; Riganti et al., 2005; Leung et al., 2008).
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Figura V.4. Efectele tratamentului cu 5-FU asupra markerilor de stres oxidativ in lizate obtinute din
culturi standard si din co-culturi. (A) Concentratia MDA n celule C26 dupa 72h de tratament cu 4 pM
5-FU; (B) Concentratia MDA Tn co-cultura dupa 72h de tratament cu 4 uM 5-FU; (C) Concentratia nitritilor
in celule C26 dupa 72h de tratament cu 4 uM 5-FU; (D) Concentratia nitritilor Tn co-cultura dupa 72h de
tratament cu 4 UM 5-FU. Datele sunt reprezentate ca medie + SD a 2 experimente; ns - nesemnificativ,
P>0.05; *, P<0.05.

V.4. Concluzii

Rezultatele acestui studiu dovedesc rolul dual al TAM in modularea raspunsului celulelor
de carcinoma de colon murin C26 la tratamentul cu 5-FU. Cu toate ca in prezenta macrofagelor s-
a observat o chemosensitivitate crescutd a celulelor C26 fatd de agentul citotoxic indicatd de
reducerea puternica a majoritatii proteinelor implicate in angiogeneza si inflamatie, TAM au avut
un effect protector asupra efectului pro-oxidant indus de 5-FU prin mentinerea unui nivel de stres
oxidativ fiziologic. Aceste descoperiri sugereaza ca strategiile terapeutice pentru CRC ar trebui sa
exploateze stresul oxidativ intrinsic al celulelor canceroase prin combinarea administrarii 5-FU
impreund cu un agent farmacologic care sa interfereze cu capacitatea TAM de a mentine stresul

oxidativ intr-un interval fiziologic.

Capitolul VI. Prednisolon fostatul liposomal potenteazi activitatea antitumorala a 5-
fluorouracilului liposomal in carcinomul de colon murin C26 in vivo

[Capitolul VI a fost publicat ca: Patras L., Sylvester B., Luput L., Sesarman A., Licarete E.,
Porfire A., Muntean D., Drotar D.M., Rusu A.D., Nagy A.L., Catoi C., Tomuta 1., Vlase L., Banciu
M., Achim M. 2017. Liposomal prednisolone phosphate potentiates the antitumor activity of
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liposomal 5-fluorouracil in C26 murine colon carcinoma in vivo. Cancer Biology & Therapy,
18(8):616-626. ISSN:1538-4047, DOI: 10.1080/15384047.2017.1345392]
VI.1. Introducere

Eficacitatea antitumorald a 5-FU in CRC avansat este Tmpiedicatd nu doar de indicele
therapeutic redus, dar si datorita achizitionarii rezistentei la terapie a celulelor tumorale. Din aceste
motive, pentru a potenta activitatea antitumorala a 5-FU, Tn acest studio s-a dezvoltat o noua terapie
tintita bazata pe co-administrarea in vivo a 5-FU in LCL impreuna cu formularea liposomala LCL-
PLP care s-a dovedit a avea efecte anti-angiogenice asupra carcinomului de colon murin C26.

Tn acest scop, efectele terapiei liposomale propuse asupra carcinomului de colon murin
C26au fost evaluate din punct de vedere al cresterii tumorilor, precum si din prisma producerii de
marker intratumorali cu rol “cheie” ca de exemplu molecule implicate in angiogeneza, inflamatie
si stres oxidativ. Pentru aprofundarea stadiului de polarizare a TME in urma terapiei, am
determinat raportul 1L-10/1L-12p70 din tumori. Rezultatele au aratat ca terapia liposomala propusa
a inhibat aproape total cresterea tumorilor si a fost superioard ca eficacitate fatd de terapiile
liposomale singure. Efectul antitumoral pronuntat care a fost observat s-a datorat activitatii
supresive a tratamentului asupra angiogenezi si inflamatiei la nivelul micromediului carcinomului
de colon C26, fiind favorizat si de efectul reglator al terapiei combinate asupra stresului oxidativ
intratumoral si de redirectionarea polarizarii celulelor micromediului tumoral spre un fenotip
antineoplastic. Asadar, acest studiu deschide noi perspective si oferd o strategie promitatoare de

tintire a CRC folosing o terapie liposomald combianata.

V1.2. Material si metode

Formularile liposomale de LCL au fost pregitite prin metoda hidratarii filmului lipidic
folosindu-se 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine: N-(Carbonyl-
methoxypolyethyleneglycol-2,000)-1,2-distearoylsn-glycero-3 phosphoethanolamine (Na-salt):
cholesterol (DPPC:PEG-2,000-DSPE:CHL) in raport de 9.5:0.5:1 car au continut 4.5 mol % PEG
2,000 (as PEG-2,000-DSPE), dupa cum a fost descris anterior ( Schiffelers et al., 2005; Alupei et
al., 2015; Sylvester et al., 2016; Achim et al., 2016). LCL-PLP au avut o dimensiune medie de
100 nm cu un indice de polidispersie < 0.1 si eficienta de incapsulare (EE) a PLP a fost de 22% (9
mg PLP/ml) (Sylvester et al., 2016). LCL-5-FU au avut o dimensiune medie de 180 nm, cu un
indice de polidispersie < 0.10 si EE a fost de 1.4% (150 pg/ml) (Achim et al., 2016). Avantajul
dimensiunii nanometrice a acestor liposomi este ca nu depasesc limitele impuse de endoteliile
vasculare tumorale (200-800 nm) ceea ce faciliteaza acumularea pasiva a liposomilor in tesutul
tumoral (Porfire et al., 2014).
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Celulele de carcinoma de colon murin C26 (Cell Line Services, 440156) au fost crescute in
mediu RPMI 1640 complet (Lonza, 09-774F) imbogatit cu 10% (v/v) ser fetal bovin inactivat prin
incalzire (HyClone, SVV30160.03), la 37 °C intr-o atmosfera umidificata cu 5% CO..
Modelul de carcinoma de colon murin C26 a fost obtinut prin inolcularea subcutanati a 1 x 10°
celule C26 n fancul drept al soarecilor singeneici masculi BALB/c mice (6-8 saptamani) (Institutul
Cantacuzino, Romania). Experimentele au fost desfasurate in conformitate cu regulile nationale si
au fost aprovate de comisia de etica a universitatii pentru experimente pe modele animale (nr.
inregistrare 31375/06.04.2015). Dimensiunea tumorilor a fost masurata zilnic din ziua 7 (cand
tumorile au devenit palpabile), iar volumul tumoral a fost calculat dupa formula V=0.52xa’xb,
unde a este cel mai mic si b este cel mai mare diametru superficial al tumorii (mm).
Activitatea antitumorali a terapiei liposomale propuse a fost evaluata prin efectele inhibitorii
asupra cresterii tumorilor. Grupurile experimetale a caror activitate antitumorala a fost testata au
fost urmatoarele:

e 20 mg/kg PLP (LCL sau sub forma libera)

e 1.2 mg/kg 5-FU (LCL sau sub forma libera)

e 20 mg/kg PLP + 1.2 mg/kg 5-FU (terapiec combinata folosind LCL)

e 20 mg/kg PLP + 1.2 mg/kg 5-FU (sub forma libera)
Aceasi schema de tratament a fost folosita pentru toate grupurile experimentale prezentate mai sus
(injectarea in vena caudald a treatamentului in zilele 8 si 11, iar in ziua 12 soarecii au fost
sacrificati).
Activitatea antitumorala a doua strategii diferite de administrare terapiei combinate
liposomale asupra cresterii tumorale a fost investigatd pentru a compara administrarea
simultana a 20 mg/kg PLP + 1.2 mg/kg 5-FU (ca LCL sau sub forma libera in zilele 8 si 11)
administrarea secventiala a acelorasi formulari, care a constat in pretratamentul cu PLP (ca LCL
sau sub forma libera in zilele 7 si 10) cu 24h Tnainte de tratementul cu 5-FU (ca LCL sau sub forma
libera in zilele 8 si 11). Strategia din urma a fost indicata inainte deoarece mai multe studii au
sugerat ca pretratamentul cu corticosteroizi stimuleaza efectul terapiei citotoxice in modele de
CRC (Wang, 2004; Rayburn, 2009). Soarecii au fost sacrificati in ziua 18, cand tumorile au ajuns
la un volum de 2,000 mm®.
Determinarea productiei de NF-kB si AP-1 ca factori de transcriere esentiali in inflamatie s-
a testat prin tehnica western blot din homogenate tumorale dupa determinarea concentratiei de
proteine prin metoda biuretului (Gornall et al., 1949). Anticorpi primari pentru NF-xB p65 (sc-
56735), c-Jun (sc-45) sau B-actin (sc-130656) (Santa Cruz Biotechnology) au fost folositi.
Imunocomplexele au fost developate folosind kitul Clarity™ Western ECL (Bio-Rad, 170-5061)
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si expuse la un film de raze X-ray (Kodak, Z358487) pentru 1-2 minute. Rezultatele au fost
exprimate ca medie £ SD a doua experimente independente.

Gradul de exprimare a proteinelor inflamatoare si antiangiogenice din homogenate tisulare
de la fiecare conditie experimentald au fost determinate prin screening-ul a 24 de proteine folosind
kitul RayBio® Mouse Angiogenic Cytokine Antibody Array (RayBiotech Inc., Norcross, GA) as
described previously (Banciu et al., 2006). Rezultatele au fost prelucrate prin densitometrie
folosind programul TotalLab Quant.

Analiza imunohistochimici a tesutului tumoral dupa aplicarea tratamentelor a avut ca scop
investigarea nivelului de infiltrare a TAM la nivelul tumorilor, prin examinarea prezentei acestora
folosind markerul pentru macrofage murine F4/80 si markerul pentru sintetaza NO inductibila
(iNOS) in scopul verificarii prezentei macrofagelor cu fenotip M1 (Austyn si Gordon, 1981; Kou
et al., 2015). Numarului de celule pozitive pentru F4/80 si iINOS de pe mai multe cAmpuri
nesuprapuse i-a fost atribuit un scor in functie abundenta acestor celule (Banciu et al., 2008a).
Efectele terapiei combinate propuse asupra raportului 1L-10/1L-12p70 a fost determinat
deoarece acest raport este reprezentativ pentru gradul de polarizare in ansamblu a TME spre un
fenotip protumoral sau antitumoral (Liu et al., 2013). Tn acest caz, productia de IL-10 a fost
masurata folosind kitul ELISArray pentru masurarea citokinelor inflamatoare murine (Qiagen,
MEM-004A) si exprimata ca % comparativ cu productia IL-10 in control. Productia de 1L-12p70
a fost determinata prin tehnica array pentru proteine descrisd mai sus, iar rezultatele au fost
exprimate % comparativ cu productia acestei interleukine in control.

Determinarea concentratiei de MDA in tumorile de carcinom de colon murin C26 s-a efectuat
prin tehnica HPLC pentru a investiga efectele diferitelor terapii testate asupra stresului oxidativ
tumoral, dupa cum a fost descris anterior (Alupei et al., 2015; Patras et al., 2016). Rezultatele au
fost exprimate ca uM MDA + SD si au fost normalizate dupa concentratia de proteine.

Analizele statistice au constat in folosirea analizei de variantd unifactoriala (one-way ANOVA)
cu corectia Bonferroni pentru comparari multiple pentru compararea efectelor totale a diferitelor
tratamente asupra cresterii tumorilor si a markerilor testati, si respectiv a analizei de varianta
bifactoriala (two-way ANOVA) cu corectia Bonferroni pentru compariri multiple in cazul
compararii efectelor terapiilor propuse asupra nivelului de productie a proteinelor angiogenice si
inflamatoare. Timpul de dublare a volumului tumoral (DT) a fost estimat utilizand ecuatia de
crestere exponentiald a tumorii. Datele au fost exprimate ca medie £ SD si programul GraphPad
(San Diego, CA) a fost folosit pentru toate analizele. O valoare a coeficientului P mai mica de 0.05

a fost considerata semnificativa.
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V1.3. Rezultate si discutii

VI.1. Administrarea simultana a terapiei liposomale combinate a inhibat mai eficient
cresterea tumorilor de carcinom de colon murin comparativ cu terapiile liposomale

singulare sau terapia liposomala combinata administrata secvential

Efectele diferitelor tratamente asupra dezvoltarii tumorilor au aratat ca administrarea LCL-
5-FU a afectat moderat cresterea tumorilor (cu 53%, P<0.01), in timp ce tratamentul cu LCL-PLP
a avut un efect mai puternic inhiband cu 70% aceasta crestere comparativ cu controlul (tumori
netratate), iar administrea medicamentelor sub forma libera nu a avut efecte semnificative. Aceste
rezultate subliniaza capacitata formularilor liposomale testate de a tinti tumora (Fig. VI.1).

Administrarea simultana a 20 mg/kg LCL-PLP cu 1.2 mg/kg LCL-5-FU (LCL-PLP+LCL-
5-FU) a decelerat aproape total (cu peste 80%, P<0.001, Fig. VI.1E si F) cresterea tumorilor, Tn
timp ce tratamentele administrate in combinatie sub forma libera au inhibat foarte putin aceasta
crestere (cu 30%, P<0.01, Fig. VI.1E si F). Este de mentionat ca DT calculat in urma tratamentului
cu LCL-PLP+LCL-5-FU a fost de 2.5-3.5 ori mai lung decit DT pentru tumorile care au primit
oricare alt tratament (Tabel VI.1).

Au fost testate doua scheme diferite de administrare a formularilor liposomale (20 mg/kg
LCL-PLP + 1.2 mg/kg LCL-5-FU versus 20 mg/kg LCL-PLP / 1.2 mg/kg LCL-5-FU) pentru a
evalua eficacitatea lor antitumorala (Fig. V1.2).

Rezultatele au aratat ca administrarea simultand a medicamentelor incapulate in LCL a fost
mai eficientd decat administrarea secventiald a acelorasi tratamente (inhibare a cresterii tumorale
de 72% vs 50% comparativ cu controlul, P=0.02).

Avand in considerare aceste rezultate, abordarea terapeutica care utilizeaza administrarea
simultana a tratamentelor liposomale tintite (LCL-PLP si LCL-5-FU) are potentia pentru a fi
folosita sau optimizatd ulterior pentru terapia CRC.

De aceea, mecanismele principale care stau la baza activitatii antitumorale a LCL-
PLP+LCL-5-FU in carcinomul de colon murin C26 au fost in continuare studiate din punctul de
vedere al productiei intratumorale de marker inflamatori, angiogenici si ai stresului oxidativ, care
sunt descrisi in literatura ca modulatori ai proceselor protumorale (Schiffelers et al., 2005; Banciu
et al., 2008a; Sylvester et al., 2016; Patras et al., 2016).
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Figura VI.1. Efectele administrarii combinate a LCL-PLP si LCL-5-FU asupra cresterii
carcinomului de colon murin C26. Volumele tumorale in ziua 12 dupa inocularea celulelor tumorale
(cand soarecii au fost sacrificati) dupa fiecare tratament sunt afisate (A, C, si E). Aria de sub curba de
crestere tumoralda (AUTC) obtinute in urma fiecarui tratament sunt prezentate (B, D si F). Tratamentele au
fost administrate in zilele 8 si 11. Doza terapeutica folosita pentru PLP a fost de 20 mg/kg (forma libera
sau LCL). Doza terapeutica folosita pentru 5-FU a fost de 1.2 mg/kg (forma libera sau LCL). Rezultatele
au fost comparate cu controul (PBS) si exprimate ca medie + SD a volumelor tumorale a 5-6 soareci.; ns -
nesemnificativ, P>0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001; Control = grup netratat; LCL = grup tratat cu liposomi

goi.
VI.2. Terapia combinati bazata pe LCL-PLP+LCL-5-FU a indus efecte anti-angiogenice si
anti-inflamatoare puternice in mediul tumoral al carcinomului de colon C26

Datele avand in vedere determinarea markerilor inflamatori si angiogenici, confirma
mecanismul principal de actiune al terapiei liposomale propuse ca fiind unul puternic anti-
inflamator si anti-angiogenic in micromediul carcinomului de colon murin in vivo. In spets,
tratamentul cu LCL-PLP+LCL-5-FU a redus nivelul de exprimare a doi factori de transcriere

esentiali care moduleaza inflamatia tumorala comparativ cu exprimarea acestora in control (NF-
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kB a fost inhibat cu 35%, iar AP-1 c-Jun cu 60%) (Fig. V1.3). Acest efect ar putea explica si
suprimarea puternica a majoritatii proteinelor pro-inflamatoare si pro-angiogenice observatd prin
screening-ul a 24 de proteine asociate cu aceste procese, in timp ce nivelul proteinelor anti-

inflamatoare si anti-angiogenice au fost doar putin sau deloc afectate (Fig. VI1.4) (Wang et al.,
2000; Lind et al., 2001; Ashida et al., 2005; Sakamoto et al., 2009).

Tabel VI.1.

Timpul de dublare (DT) a cresterii carcinomului de colon C26

Tn urma tratamentelor administrate

Grupuri experimentale Timpul de dublare (zile)
Control 1.864
LCL 1.531
PLP 1.771
LCL-PLP 2.040
5-FU 1.764
LCL-5-FU 1.996
PLP+5-FU 1.905
LCL-PLP+LCL-5-FU 5.364

Control = grup netratat; LCL = grup tratat cu liposomi goi; PLP sau LCL-PLP au fost administrate Tntr-o
doza de 20 mg/kg drug in zilele 8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale; 5-FU sau LCL-5-FU au fost
administrate intr-o doza de 1.2 mg/kg 5-FU in zilele 8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale.
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Figura VI1.2. Efectele a douda scheme diferite de administrare a terapiilor combinate (LCL-
PLP+LCL-5-FU versus LCL-PLP/LCL-5-FU) asupra cresterii carcinomului de colon C26. Graficul
arata volumele tumorale in ziua 18 dupa inocularea celulelor tumorale (cAnd tumorile din control au ajuns
la 2,000 mm?3). Rezultatele au fost comparate cu controlul si exprimate ca medie + SD a volumelor tumorale
a 5-6 soareci. ns - nesemnificativ, P>0.05; *, P<0.05; *** P<0.001; Control = grup netratat; LCL-
PLP+LCL-5-FU = grup tratat cu 20 mg/kg LCL-PLP si 1.2 mg/kg LCL-5-FU in zilele 8 si 11; LCL-
PLP/LCL-5-FU = grup tratat cu 20 mg/kg LCL-PLP in zilele 7 si 10 after si cu 1.2 mg/kg LCL-5-FU in
zilele 8 si 11.
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1n plus, reducerea considerabila atat a factorilor de transcriere, cat si a anumitor proteine
pro-angiogenice (bFGF, VEGF) si pro-inflamatoare (IL-1a, 1L-12p40, TNF-a, MCP-1, FasL) ar
putea explica capacitatea terapiei liposomale combinate de a afecta, in plus, si proliferarea
celulelor tumorale si de a induce apoptoza acestora (Takahashi et al., 1996; Salven et al., 1998;
Casanovas et al., 2005; Ashida et al., 2005; Igney si Krammer, 2005; Tammali et al., 2006; Nai et
al., 2007; Nowis et al., 2007; Sakamoto et al., 2009).
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Figura V1.3. Efectele diferitelor tratamente asupra nivelului intratumoral al factorilor de transcriere
NF-kB si c-Jun AP-1. (A) Rezultatele analizei western blot pentru NF-kB p65 si c-Jun in homogenatele
tisulare din fiecare grup experimental suspus terapiilor cu formulari liposomale. Tratamentele au fost
administrate in ziua 8 si 11; Control = grup netratat (banda 1); LCL-PLP = grup tratat cu 20 mg/kg PLP
sub forma liposomala (banda 2); LCL-5-FU = grup tratat cu 1.2 mg/kg 5-FU sub forma liposomala (banda
3); LCL-PLP+LCL-5-FU = grup tratat cu 20 mg/kg LCL-PLP si 1.2 mg/kg LCL-5-FU sub forma
liposomala (banda 4). B-actina a fost controlul folosit. Cuantificarea rezultatelor western blot pentru nivelul
de exprimare a NF-xB p65 (B) si pentru c-Jun (C). Nivelul de exprimare al proteinelor din fiecare grup
experimental a fost comparat cu nivelul de exprimare al aceleiasi proteine din control, iar datele au fost

reprezentate ca medie + SD a doud experimente independente; ns - nesemnificativ, P>0.05; *, P<0.05; **,
P<0.01; ***, P<0.001.
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Tratamentele cu PLP, 5-FU, PLP+5-FU, si LCL-5-FU au stimulat moderat (40-100%) sau
puternic (100-200%) productia intratumorala a anumitor proteine dintre cele testate, comparativ

cu productia acestora in control (Fig. V1.4).

Proteine PLP LCL-PLP
angiogenice/  PLP 5-FU + LCL-PLP  LCL-5- +
5-FU FU LCL-5-

FU

inflamatoare

G-CSF
GM-CSF
M-CSF
IGF-II
IL-1a
IL-18
IL-6
IL-9
IL-12p40 -

IL-13
TNF-a
MCP1
Eotaxin
FasL
bFGF

o [

TPO
TIMP-1
TIMP-2

PF-4

IL-12p70

IFN-y

MIG

0%

-100%

Figura V1.4. Efectele diferitelor tratamente asupra productiei deproteine angiogenice si inflamatoare
in tesutul carcinomului de colon C26. Datele sunt reprezentate ca % medie de reducere a nivelului de
proteine variind de la 0% (alb) la -100% (negru) sau stimulare (+) a producerii proteinelor variind de la 0%
(alb) la +200% (rosu) comparativ cu nivelul acelorasi proteine in tumorile control. Toate tratamentele au
fost administrate in zilele 8 si 11 dupa inocularea celulelor tumorale; PLP sau LCL-PLP au fost administrate
intr-o doza de 20 mg/kg medicament. 5-FU sau LCL-5-FU au fost administrate intr-o doza de 1.2 mg/kg
medicament.



V1.3.3. Tratamentul cu LCL-PLP+LCL-5-FU a favorizat redirectionarea TME spre un
fenotip antitumoral in micromediul carcinomului de colon C26
Analiza imunohistochimica a tesuturilor tumorale a avut ca scop determinarea gradului de

infiltrare a macrofagelor in tumori, deoarece polarizarea acestora inspre un fenotip protumoral sau
antitumoral este un contributor critic la efectul terapeutic (De Palma si Lewis, 2013; Zhong et al.,
2018; Mantovani et al., 2006). Scorurile oferite prin analiza calitativa a sectiunilor prezentata in
Tabelul V1.3 a dezvaluit abundenta celulelor pozitive pentru markerii F4/80 si INOS doar in urma
tratamentului cu LCL-5-FU (Tabel VI.3). Acest efect se datoreaza cel mai probabil
supraexprimdrii proteinelor pro-angiogenice VEGF si leptina (Fig. V1.4), dar si concentratiei
reduse de 5-FU la nivelul tumorii (datorita dozelor mici folosite pentru acest agent terapeutic),
care impreuna denotd agresivitatea tumorii si ineficienta terapiei cu LCL-5-FU (Mantovani si
Allavena, 2015). Dimptriva, tumorile tratate cu LCL-PLP si LCL-PLP+LCL-5-FU au expus o
inhibare puternica angiogenezei si inflamatiei tumorale (Fig. V1.1 si VV1.4), care probabil a condus
la infiltrarea ocazionald a macrofagelor in tesutul tumoral deoarece s-au remarcat doar putine
celule pozitive sau deloc pentru markerii F4/80 si INOS (Tabel VI1.3).

Tabel VI.3.
Analiza imunohistochimica a gradului de infiltrare a macrofagelor in tesutul carcinomului

de colon C26 In urma tratamentelor administrate

Grupuri experimentale

Marker Control LCL-PLP LCL-5-FU LCL-PLP+LCL-5-FU
F4/80 + + +++ +
iNOS ++ + +++ +

Control = grup netratat; Tratamentul a fost administrat in zilele 8 si 11. LCL-PLP = grup tratat cu 20 mg/kg
PLP sub forma liposomald; LCL-5-FU = grup tratat cu 1.2 mg/kg 5-FU sub forma liposomala; LCL-
PLP+LCL-5-FU = grup tratat cu 20 mg/kg LCL-PLP si 1.2 mg/kg LCL-5-FU. Numarul celulelor pozitive
pentru markerii F4/80 si iINOS din fiecare grup experimental a fost catergorisit in trei grupuri in functie de
densitatea acestor celule : +, putine; ++, moderate; +++, multe.

Pentru o imagine de ansamblu mai buna asupra efectelor terapiei liposomale combinate
abordatd 1n acest studiu asupra polarizarii celulelor TME, am determinat nivelul de productie al
citokinelor antagoniste 1L-10 (marker pentru macrofagele M2) si IL-12p70 (marker pentru
macrofagele M1), care au fost exprimate ca % al nivelului de exprimare comparativ cu nivelul
acestor proteine in control (tumori netratate), iar raportul 1L-10/IL-12p70 a fost calculat pentru
fiecare grup experimental si prezentat in Fig. V1.5 (Michielsen et al., 2011; Liu et al., 2013).

Atunci cand a fost administrata terapia liposomala combinata s-a observat o reducere de 2 ori a
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raportului IL-10/IL-12p70 (P=0.0037) in timp ce terapiile liposomale singure nu au avut niciun
efect asupra acestui raport (Fig. VI.5). Acest efect, impreuna cu reducerea nivelului de proteine
M-CSF, IL-6 (Fig. V1.4), si a gradului de exprimare a NF-kB (Fig. VI.3A si B) indus de terapia
liposomala combinata, sugereaza conversia celulelor sistemului imun de la un fenotip

imunosupresiv la unul antitumoral (Rolny et al., 2011; Cook si Hagemann, 2013).
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Figura VI1.5. Efectele diferitelor tratamente liposomale asupra raportului 1L-10/1L-12p70 in tesutul
carcinomului de colon murin. Nivelul de exprimare al citokinelor IL-10 si IL-12p70 este reprezentat ca
% medie £ SD comparativ cu exprimarea acelorasi proteine in control. Tratamentele au fost administrate
in zilele 8 si 11 pentru toate grupurile experimentale. Control = grup netratat; LCL-PLP = grup tratat cu 20
mg/kg PLP sub forma liposomala; LCL-5-FU = grup tratat cu 1.2 mg/kg 5-FU sub forma liposomala; LCL-
PLP+LCL-5-FU = grup tratat cu 20 mg/kg LCL-PLP si 1.2 mg/kg LCL-5-FU; ns - nesemnificativ, P>0.05;
** P<0.01.

V1.3.4. Terapia liposomala combinata controleazi progresia micromediului carcinomului de
colon C26 asociata cu stresul oxidativ intratumoral

Ambele terapii liposomale administrate separat au indus un efect pro-oxidant asupra
tumorilor care se incadreaza in intervalul proliferativ (LM) al stresului oxidativ tumoral si care ar
putea fi asociat cu rezistenta la tratament mediatd de ROS care ar putea explica activitatea
antitumorala redusa a acestor terapii (Fig. VI.1A-E, Fig. V1.6 si Tabel VVI.1) (Licarete et al., 2015;
Boonyong et al., 2017). Deoarece alte studii recente au dovedit ca stresul oxidativ intratumoral
potenteaza capacitatea angiogenica a micromediului carcinomului de colon C26 (Luput et al.,
2017), este posibil ca administrarea LCL-5-FU sa induca agresivitate tumorilor, lucru sustinut si
de nivelul crescut de VEGF, leptin, IL-6, si IL-13 Tn micromediul acestor tumori (Fig. V1.4 si V1.6)
(Becker et al., 2004; Pucci et al., 2009; Bendardaf et al., 2009; Gordon si Martinez, 2010;
Gonzalez-Perez et al., 2013; Guerriero et al., 2013). Cu toate acestea, efectul protumoral al
terapiilor administrate separat a putut fi contracarat de administrarea simultana a tratamentelor

liposomale, efect indicat de nivelul de MDA, care a fost mentinut la acelasi nivel cu cel din
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tumorile control dupa tratamentul cu LCL-PLP+LCL-5-FU (Fig. VI.6). Acest lucru sugercaza

capacitatea terapiei liposomale combinate de a controla stresul oxidativ tumoral.
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Figura VI1.6. Efectele diferitelor tratamente asupra nivelului de MDA din omogenatele tumorale.
Tratamentele au fost aplicate in zilele 8 si 11. Datele au fost reprezentate ca medie + SD a 3 masuratori.
Control = grup netratat; LCL-PLP = grup tratat cu 20 mg/kg PLP sub forma liposomala; LCL-5-FU = grup
tratat cu 1.2 mg/kg 5-FU sub forma liposomala; LCL-PLP+LCL-5-FU = grup tratat cu 20 mg/kg LCL-
PLP si 1.2 mg/kg LCL-5-FU sub forma liposomala; ns - nesemnificativ, P>0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

V1.4. Concluzii
Tindnd cont de toate rezultatele obtinute, studiul de fatd demonstreaza eficacitatea

antitumorald crescutd a terapiei liposomale combinate propuse care constd in administrarea
simultand a LCL-PLP si LCL-5-FU in comparatie cu rezultatul obtinut in cazul terapiilor
liposomale singulare, asupra carcinomului de colon C26. Mecanismul de actiune care sta la baza
activitatii antitumorale LCL-PLP+LCL-5-FU a constat in inhibarea angiogenezei si inflamatiei
tumorale intr-un micromediu de carcinom de colon C26 care a fost redirectionat inspre un fenotip
antineoplastic.
VII1. Concluzii generale

Primul studiu (Capitolul 1V) a sugerat faptul ca celulele de cancer de colon C26 tratate cu
un agent citotoxic au achizitionat un fenotip anti-apoptotic, mai rezistent, si au produs TEV care
au avut capacitatea de a modifica raspunsul altor celule canceroase sau al macrofagelor la
tratamentul cu acelasi agent terapeutic in vitro. Acest lucru a subliniat importanta EV ca mediatori
ai rezistentei la terapie prin implicarea lor In comunicarea dintre celule tumorale si macrofage,
motiv pentru care in continuare au fost studiate efectele acestei comunicari asupra raspunsului la
terapia anticanceroasa intr-un model de co-cultura de celule de cancer de colon si TAM, in vitro.

Rezultatele prezentate in Capitolul V subliniaza rolul dual pe care TAM 1l au in modularea
raspunsului celulelor C26 la agentul cytotoxic 5-FU, deoarece cu toate ca TAM au contribuit la
inhibarea proteinelor implicate in angiogeneza si inflamatie sub actiunea 5-FU, aceste celule au

protejat in acelasi timp celulele canceroase de stresul oxidativ indus de 5-FU, mentinand un stres
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oxidativ fiziologic. Acest studiu propune ca abordarile terapeutice sa tinteascd TAM in sensul
diminuadrii capacitatii acestor celule de a mentine stresul oxidativ intr-un interval fiziologic.
Ultimul studiu prezentat in aceasta teza (Capitolul V1) a propus o noua terapie liposomala
combinata tintita (LCL-PLP si LCL-5-FU) si studiat mecanismul de actiune al acestei terapii,
demonstrand ca efectul antitumoral puternic observat se datoreaza efectului singergistic exercitat
de administrarea simultana a celer doua formulari liposomale. Astfel, LCL-PLP a potentat efectele
citotoxice ale 5-FU, iar impreuna, cei doi agenti au indus in micromediul tumorilor de carcinom
de colon murin C26 un raspuns anti-inflamator si anti-angiogenic puternic, caracterizat prin
polarizarea celulelor TME spre un fenotip antineoplastic in vivo. Prin urmare, terapia pe baza de
LCL-PLP si LCL-5-FU propusa a tintit procesele protumorale mediate de TAM si poate fi

optimizata pentru studii ulterioare care vizeaza tintirea TME.
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