UNIVERSITATEA BABES-BOLYAI CLUJ-NAPOCA
FACULTATEA DE BIOLOGIE SI GEOLOGIE
SCOALA DOCTORALA BIOLOGIE INTEGRATIVA

TEZA DE DOCTORAT

EXPLOATAREA POTENTIALULUI TERAPEUTIC AL
UNOR AGENTI Al ME)DULARII STRESULUI
OXIDATIV IN MELANOM

~Rezumat~

Conducator Stiintific

PROF. DR. ELENA RAKOSY

Doctorand

VALENTIN-FLORIAN RAUCA

CLUJ-NAPOCA
2020



UNIVERSITATEA BABES-BOLYAI CLUJ-NAPOCA
FACULTATEA DE BIOLOGIE S| GEOLOGIE
SCOALA DOCTORALA BIOLOGIE INTEGRATIVA

TEZA DE DOCTORAT

EXPLOATAREA POTENTIALULUI TERAPEUTIC AL
UNOR AGENTI Al ME)DULARII STRESULUI
OXIDATIV IN MELANOM

~Rezumat~

Conducator Stiintific

PROF. DR. ELENA RAKOSY Doctorand

VALENTIN-FLORIAN RAUCA

CLUJ-NAPOCA
2020



CUPRINS

Capitolul I. Stresul oxidativ favorizeaza procese cu rol major in cancer............................ 9
1. Stresul oxidativ si inflamatia ca factori de risc in dezvoltarea melanomului.............. 9
2. Stresul oxidativ si angiogeneza tumorala.....................ccoo i 11
3. Stresul oxidativ promoveazi fenotipuri agresive ale celulelor de melanom.............. 13
4. Stresul oxidativ §i imMuUNOSUPresia .............ccociiiiiiiiii 16

4.1. Componentele ale sistemului imunitar prezente in micromediul tumoral.................. 16
4.2. Plasticitatea fenotipicd @ Macrofagelor........cccviviiiiiiiiieiiii e 20

4.3 Macrofagele asociate tumorii sustin dezvoltarea cancerului si rezistenta la terapie ...23

Capitolul 11: Modularea stresului oxidativ tumoral, o abordare terapeutica inovatoare25

1. Specii reactive de oxigen si sisteme endogene antioxidante...................cc.cceoeirinnnnn. 25

2. Terapii curente TN MElaNOM .........cccvoiiiiiie e 27

2.1. Sisteme de livrare a medicamentelor pe baza de nanoparticule..............c.ccccvevverneenee. 27

2.2. Tipuri de terapii tintite In MElANOM ........oiviiiiiiiiec e 29

3. Agenti si terapii cu rol in modularea stresului oxidativ ................cccooeiiniiiiiinnn 31

3.1, ComPUST NALUTALL....ccuviiiii i 32

3.2. Compusi semisintetici: SIMVASTATING ........ccoerveiiiirreiiiie e 34

3.3. Compusi SINELICI: DMXAA ..o s 36

3.4. Terapii antioxidante vs terapii Pro-0Xidante...........cccceevveieiiieiievecie e 39

Capitolul 111. Scopul tezei si obiective generale ... 41
Capitolul 1V. Extracte din specii de Ajuga cu ativitate biologica de modulare a unor

procese esentiale pentru dezvoltarea celulelor CANCeroase ............ccccccevvvviiciiieiienieniens 42

L INEFOAUCEIE ...ttt 42

2. Materiale $i metode ... 43

2.1 Substante chimiCe $1 TEAZENTT .....ccvvvviiiiiiriiiiiie i 43

2.2 Prepararea de solutii standard.............cccooviiiiiiiiiiii 44

2.3. Probe din plante si proceduri de eXtractie .........ccooviiiiiiiiiiniiiiiie s 44

2.4. Continutul total de fenoli, flavonoide si iridoizi al extractelor din partile aeriene.....44

2.5. Cromatografie lichida de inalta performanta (HPLC)-Spectrometrie de masa (MS).45
2.6. Linii celulare si conditii de Cultura...........cccoooviiiiiiiiiiii e 46
2.7. Testul de proliferare celulara.............cccocvoiiiiiiiiiii 46
2.8. Prepararea lizatelor CElUIAre ..o 46



2.9. Analiza western blot a exprimarii subunitatii p65 a factorului NF-«xB ...................... 47

2.10. Masurarea parametrilor de stres 0XidatiVv ........cocviieiiiiiiiciice e 47
2.11. Analiza multivariatd @ datelor..........ccccoriiiiiiiie e 48
2.12. ANAlIZA STALISTICA. .....veiiieeeiee ettt 48
3L REZUIATE. ... 49
3.1. Continutul total de compusi bioactivi prin metoda HPLC-MS ... 49

3.2. Efect antiproliferativ al extractelor vegetale asupra liniilor celulare C26 si B16.F10.51

3.3. Efect de inhibare a exprimarii NF-kB-p65 n lizate totale din liniile celulare C26 si

BLO.FLO .. 53

3.4. Extractele din specii de Ajuga exercita actiuni modulatoare asupra stresului oxidativ
“fiziologic” al Celulelor CANCETOASE ........viiveeiiiiiiiiie e 54
3.5. Analiza multivariatd @ datelor .........cceieiiiiiiiiiiee e 57
A DISCURTE ..ttt bbb bbbt b bbb b e b b e b e 59
5. CONCIUZI .. 62
Capitolul V. Terapia combinata cu simvastatina si DMXAA suprimai sinergistic fenotipul
agresiv al celulelor B16.F10 de melanom MUFIN .........cooiiiineneieeseeee s 63
L INEFOAUCEIE ..ottt 63
2. Materiale $i metode..............ccoooiiiiiiiiii 65
2.1. Linii celulare si conditii de CUlturd...........ccoooviiiiiiiiiniii e 65
2.2 Co-cultura celulelor B16.F10 cu macrofage.........cccovvevveieieeieeie e 66
2.3. Prepararea solutiilor de agenti terapeULICl ........coccvvrveiiiiiiiiiiiciciee e 66
2.4. Testul de proliferare celulara.............cccooviiiiiiiiiii e 67
2.5. Testul de aPOPLOZA........cciiiiiiieeiiiie et 67
2.6. Testul de migrare CelUlara ............coeiviiiiiiiiiieee e 68
2.7. Prepararea lizatelor CEIUIAre ..........ccoooveiv i 68
2.8. Determinarea cantitativa a malondialdehidei prin metoda HPLC.............cc.ccoeiene. 68
2.9. Determinarea continutului de melanina din co-cultura B16.F10 - macrofage ........... 69
2.10. Analiza western blot a exprimarii factorului de transcriere HIF-1at...........ccccovvenee. 69

2.11. Analiza exprimarii proteinelor angiogenice prin tehnica ,,array” pentru proteine ...70

2.12. Cuantificarea exprimarii unor markeri ai TAM prin tehnica Real Time PCR ......... 70
2.13. Determinarea metabolitului oXid NItriC TN TAMS ...ooveiiieeeeeeeee e 71
2.04, ANALIZA STATISTICA ..evuunn e e eeeeeeeeeee e e e e e et eee e e e e seeeeeeeee s e s seeeeesesssnnasseseeeseensnsnnseeeeeseenns 71

3 REZUIALE. ... 71



3.1. Efect sinergistic al SIM si DMXAA asupra proliferarii celulelor de melanom......... 71

3.2. Evaluarea actiunii apoptotice/necrotice a SIM si DMXAA asupra micromediului
tumoral generat de MOdelUl IN VITFO ......c.cooviiieiice e 73

3.3. Tratamentul combinat reduce capacitatea de migrare a liniei de melanom B16.F10.74

3.4. Puternic efect antioxidant al tratamentului combinat Tn co-cultura.............c.cccceenee 75

3.5. Efectele tratamentului combinat asupra productiei de melanina in co-cultura .......... 76

3.6. Inhibarea productiei de HIF-1a de catrea tratamentul combinat............c.ccevveieenen. 77

3.7. Suprimarea capacitdtii angiogenice a micromediului tumoral in co-cultura.............. 77

3.8. Tratamentul combinat induce “reeducarea” partiald a TAM.......cccceviriieniiinnennenn. 80

Qe DIHSCUEII. ... 81
5. CONCIUZIT. ..t 84
Capitolul VI. Co-administrarea agentilor simvastatina si DMXAA incapsulati in liposomi
perturba mecanisme moleculare cu rol cheie in progresia melanomului malign ............. 85
L INTFOTUCEIE ... 85
2. Materiale $i MEtOde .............ccooviiiiiiiiiii 86
2.1. Prepararea si caracterizarea fizco-chimica a lipoSomilor...........ccocvevieiiiiciieniennnn 86

2.2. Linia celulara si modelul de tumora murin iN VIVO .........occovvriiininieiese e 86

2.3. Evaluarea efectelor diferitelor tratamente asupra cresterii tumorale.............c.cceeeee 87

2.4. Analiza IMUNOhIStOChIMICA .....ccviiiiiiiiii e 87

2.5. Analiza exprimadrii proteinelor angiogenice prin tehnica ,,array” pentru proteine .....88

2.6. Evaluarea productiei de proteine intratumorale prin tehnica western blot................. 88

2.7. Evaluarea activitatii metaloproteinazelor MMP-2 si MMP-9 prin zimografie in gel.88

2.8. Determinarea parametrilor de stres OXidatiV ..........cccceveriieniiiiiieee e 89
2.9. Cuantificarea exprimarii Arg-1, INOS si IL-1p prin tehnica Real Time PCR............ 89
2.10. ANAlIZA StALISTICA ... .eueeieieieieieeie ettt 90
B REZUIALE ... 91
3.1. Caracterizarea formularilor liposomale ............cccoiiiiiiiiiiicii 91
3.2. Terapia liposomala combinata a redus cel mai eficient cresterea tumorala ............... 91

3.3. Terapia liposomala combinatd a determinat suprimarea capacitatii angiogenice a
melanomului MUrin B16.FL0 IN VIVO ......c.ooiiiiiiiiiieieiee s 93

3.4. Efecte modulatoare ale terapiei liposomale combinate asupra stresului oxidativ Tn cadrul
MIrOMEediulul TUMOTAL. ........ooiie e 96

3.5. Cresterea raportului Bax/Bcl-xL ca principal mecanism al actiunii antiapoptotice a
SHMVASTATINET ...ttt ettt et bbbt bt sae e 97



3.6. Efect inhibitor al terapiei liposomale combinate asupra productiei unor promotori ai

proceselor de INvazie $1 MEtASTAZATE ........c.cveeiveerreeee e 99
3.7. Efect modulator al terapiilor singulare si combinate asupra nivelului de exprimare a
doua enzime cu rol-cheie Th metabolizarea argininei: INOS si Arg-1......ccccccovvviviivnnns 101
4. DiESCULHI. ..o 101
ST 0] 1o] [T 74 | F TSROSO 104
Capitolul VII. Concluzii generale i perspective.............cccoocoviiiniinininininnenese e 105
OO0 (o1 (U4 T o T T = S OO USSR 105
2. PEISPECLIVE ...ttt e st e ettt e st e e e e re e sreete e e e reere s 106
3. OrIgINANTALEA TEZET ...t b e 107
BIBIIOGIATIE......ceieicee s 109
Lista publicatiilor incluse In teza ...................c.ocooiiiiii 131
Lista publicatiilor neincluse In tezai .................ccccooiiiiiiiii 131
Lista participarilor 1a conferinte .................cccooiiiiii 133
Lista cursurilor de fOrMAare.........cooiiiii s 136
0] T LU TSR 137
MUultumiKi.......ooooiii 137
LISTA ABREVIERILOR

AKT (PKB), protein-kinaza B; ANOVA, Analiza variantei; ARG-1, arginaza-1; AUTCs, ariile
de sub curbele de crestere tumorala; Bax, proteina X asociatd Bcl-2; BMDMSs, macrofage
derivate din maduva osoasa hematogena; CHL, colesterol; CoCl,, clorurd de cobalt(Il); DMSO,
sulfoxid de dimetil; DMXAA, acid 5,6-dimethylxanthenone-4- acetic; DPPC - 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfocolina; dw, greutate uscatd; EEAC, extract etanolic din parti aeriene de A.
chamaepitys; EEAG, extract etanolic din parti aeriene A. genevensis; EEAL, extract etanolic din
parti aeriene de A. laxmannii; EMT, tranzitia epithelial-mezenchimald;, ERK, Kkinaza
receptorului extracelular; GM-CSF, factorul de stimulare a coloniilor de granulocite-macrofage;
GTPase, guanozin-trifosfat hidrolaza; HIF-1a, factorul indus de hipoxie 1a; HPLC,
cromatografie lichida de inalta performanta; 1Csp, jumatatea concentratiei maximale inhibitorie;
IL-12 p40, interleukina 12 p40; IL-12 p70, interleukina 12 p70; IL-13, interleukina 13; IL-1a,
interleukina 1a; IL-1B, interleukina 1B; IL-6, interleukina 6; IL-9, interleukina 9; iINOS,



sintetaza inductibila a oxidului nitric; i.v., intravenos; LCL, liposomi cu timp de circulatie
prelungit; M-CSF, factorul de stimulare a coloniilor monocitare; MDA, malondialdehida; MEK,
kinaza MAPK/ERK; MIG, monokina indusa de IFN- y; MMP-2, metaloproteinaza de matrice-2;
MMP-9, metaloproteinaza de matrice-9; NF-kB, factorul nuclear kB; pAP-1-c-Jun, forma
fosforilata a subunitatii c-Jun a AP-1; ROS, specii reactive de oxigen; s.c., subcutanat; SD,
deviatie standard; SIM, simvastatina; SNAILL, proteina deget de zinc SNAI1; STAT,
transductor de semnal si activator al transcrierii; TAC, capacitate antioxidanta totald; TAMS,
macrophage associate tumorii; TGF-p, factorul de crestere si transformare-f3; TIC, continut total
de iridoizi; TIMP-1, inhibitor tisular al metaloproteinazei 1; TIMP-2, inhibitor tisular al
metaloproteinazei 2; TME, micromediu tumoral; TNF-a, factor a de necroza tumorala; TPO,
trombopoietina; TPC, continut fenolic total; VDA, agent de perturbare vasculara; VEGF, factor

de crestere vascular-endoteliald; VEGFR, receptorul factorului de crestere vascular-endoteliala.

CUVINTE-CHEIE: melanom, modularea stresului oxidativ, macrofage associate tumorii,
terapie combinata, Simvastatind, acid 5,6-dimethylxanthenone-4-acetic, liposomi cu timp de
circulatie prelungit.



Capitolul 1. Stresul oxidativ favorizeaza procese cu rol major in
cancer

Abordarea integrativa recenta in tratamentul cancerului evidentiaza ideea micromediului
tumoral ca reteaua 1n care mai multe tipuri de celule distincte sunt angajate in interactiuni de
semnalizare complexe care duc la progresia si invazia bolii (Wang si colab., 2017). Prin urmare,
tumorile sunt privite ca organe in raport cu intregul organism (Egeblad si colab., 2010). Reteaua
stromala interconectata este formatd din celule tumorale, macrofage asociate tumorii (TAM),
celule dendritice, celule natural killer si T natural Kkiller, limfocite, neutrofile asociate tumorii si
fibroblaste asociate cancerului, celule endoteliale vasculare, celule supresoare derivate mieloide,
adipocite, pericite si alte tipuri de celule (Balkwill si colab., 2012). Exista anumiti factori care
contribuie la dobandirea capacitatilor biologice maligne de catre micromediul tumoral, care
actioneaza intr-o manierd mai mult sau mai putin concertatd. Printre acesti factori, proliferarea
sustinutd, inducerea apoptozei, invazia si imortalitatea replicativd indusd de mutatiile ADN

(Hanahan si Weinberg, 2011) sunt influentate de Stres oxidativ.

1. Stresul oxidativ si inflamatia ca factori de risc in dezvoltarea melanomului
Este binecunoscut faptul ca un micromediu inflamator poate precede si promova
dezvoltarea multor tipuri de cancer. Radiatii UV in exces, precum si expunerea prelungita la
substante chimice cancerigene pot induce inflamatii persistente si transformarea tumorigenica a
melanocitelor pielii prin mutatii ale ADN-ului. (Mantovani si colab., 2008). Sistemul imunitar
este Tnzestrat cu un vast arsenal de mediatori ai raspunsului inflamator, astfel inflamatia cronica a
pielii poate fi legata fie de un raspuns imun hiperactiv (alergii), fie de autoinflamare (boala

autoimuna) (Dainichi si colab., 2014)

La nivel molecular, cancerul de piele si inflamatia se afla in stransa legatura, prin cai
intrinseci celulare si extrinseci (Maru si colab., 2014). Printre caile intrinseci, activarea
oncogenelor, in special cele din calea de semnalizare RAS-RAF-MEK-ERK, este consideratd un
semn distinctiv al melanomului malign, desi alte cdi interconectate si activate simultan, cum ar fi
PI3K / AKT, JNK / c-JUN sau Calea Wnt / B-catenind sunt caracteristici foarte frecvente ale
acestui tip de cancer (Lopez-Bergami si colab., 2008). Pe de altd parte, caile inflamatorii

extrinseci sunt, de obicei declansate de radiatii si alti factori de stres ai pielii, mecanici, chimici
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si biologici (virusuri herpetice), care sunt responsabili de inflamatia cronica insotita de stres
oxidativ (Khansari si colab., 2009). Legatura dintre caile extrinseci si cele intrinseci este
reprezentatd de activarea factorilor de transcriere asociati inflamatiei in celulele pre-canceroase
ale pielii, in principal NF-xB, HIF-1a si STAT3, cu eliberarea in consecintd a semnalizarii prin
intermediul moleculelor inflamatorii IL-1, IL- 6, IL-8 si TNF-o (Maru si colab., 2014).

O asociere directd intre supraexprimarea Ccitokinelor pro-inflamatorii si calea de
semnalizare oncogena mediatd de RAS a fost deja demonstrata in alte tipuri de celule cutanate
(Cataisson si colab., 2012). Radicalii liberi si in special HoO, au actiuni inhibitorii asupra
fosfatazelor, enzimele care inhiba semnalele proliferative si retelele kinazelor care promoveaza
inflamatia. Prin urmare, nivelul de radicali liberi din tesuturi poate promova cdile inflamatorii si
proliferarea aberantd a celulelor, contribuind la dezvoltarea si progresia cancerului (Meng si

colab., 2002).

2. Stresul oxidativ si angiogeneza tumorala

Angiogeneza tumorald incepe o datd cu “switch-ul angiogenic”, un episod dependent de
timp in care are loc o schimbare a echilibrului intre factorii pro si anti-angiogenici, ceea ce duce
la aparitia formarii vaselor de novo in stroma tumorala (Baeriswyl si Christofori, 2009). Se stie
ca supraproductia de VEGF si supraexprimarea VEGFR joaca un rol-cheie in formarea unor
astfel de arborizatii vasculare anormale, dar si in modularea raspunsului imun in tumori si n
modularea semnalizarii celulelor tumorale prin cdi paracrine si autocrine (Goel si Mercurio,
2013). Perturbarea fluxului sangvin in tumord induce microregiuni hipoxice care sunt
responsabile pentru heterogenitatea in cadrul aceleiasi tumori individuale, dar si pentru rezistenta
crescutd la chimioterapie si radioterapie (Siemann, 2011). Deprivarea de oxigen duce la
raspunsuri adaptative in zonele afectate, coordonate in principal de factori de transcriere din
grupul HIF, posesori ai unor subunitati o sensibile la oxygen, HIF-1a fiind in acest sens cel mai

important reprezentant (Petrova si colab., 2018).

S-a stabilit o legatura directa intre stresul oxidativ si hipoxie, ROS avand capacitatea de a
inactiva domeniului prolil hidroxilazei, enzima inhibitor care stabilizeaza HIF-1a Tn normoxie,
ceea ce duce la exprimarea genica pro-angiogenica dependenta de HIF (Tafani si colab., 2016) .

Existd, de asemenea, o legatura directd intre inflamatie, angiogeneza si stres oxidativ raportatd de
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studii pe modele de pesti-zebra cu rezolutie inalta a vaselor de sange si in care germinarea
celulelor endoteliale, primul pas catre neovascularizatie, a fost mediata Th mod direct de ROS si
NF-«B, fara a fi influentata de hipoxie (Schaafhausen si colab., 2013).

3. Stresul oxidativ promoveaza fenotipuri agresive ale celulelor de melanom

Agresivitatea oricarui tip de cancer este definita prin capacitatea celulelor tumorale de a
dezvolta un fenotip rezistent si invaziv in favoarea cresterii si raspandirii rapide. Obiectivul final
al acestei transformari este reprezentat de colonizarea organelor indepartate intr-un proces in mai
multe etape, denumit cascadd metastaticd. Un eveniment major in declansarea invaziei
melanomului este tranzitia epitelial-mezenchimala (EMT), o complexa transformare fenotipicd a
unei celule epiteliale intr-o celula mezenchimala cu caracteristici migratorii-invazive,
caracterizata prin supraproductia componentelor matricei extracelulare (ECM), care in cele din

urma duc la degradarea membranei bazale( Kalluri si Weinberg, 2009).

Stresul oxidativ poate afecta jonctiunile celulare si barierele epiteliale, avand un efect
stimulator asupra a doi dintre cei mai importanti factori de transcriere care induc EMT, ZEBI si
SNAIL1, direct sau prin calea de semnalizare NF-xB (Imani si colab., 2016). Reglarea factorilor
de transcriere care promoveaza agresivitatea celulelor tumorale, cum ar fi HIF-1 o, NF-«B sau c-
Jun s-a dovedit a fi in stransa legatura cu statusul redox a celulei (Lopez-Bergami si colab.,
2008). Potentialele terapii anti-metastatice ar putea distruge celulele tumorale circulante Tnainte
de extravazarea lor si colonizarea niselor pre-metastatice, prin inhibarea capacitatii celulei
tumorale de a contracara stresul oxidativ ridicat intalnit pe tot parcursul procesului metastatic
(Tasdogan si colab., 2020).

4. Stresul oxidativ si imunosupresia

4.1. Componentele ale sistemului imunitar prezente in micromediul tumoral

Departe de a fi considerate simple aglomerari de celule care prolifereaza aberant, stiinta
moderna descrie tumorile solide ca fiind organe anormale compuse din celule tumorale, infiltrat
imun, retele vasculare si limfatice, tesut conjunctiv, adipocite si alte populatii de celule in
corelatie stransa cu tipul de cancer si cu localizarea tumorii primare (Balkwill si colab., 2012).

Micromediul imunitar al tumorii (TIME) este una dintre cele mai studiate categorii de celule din



stroma tumorala, datoritd potentialelor implicatii terapeutice ale manipularii sistemului imunitar

in vederea perfectiondrii imunoterapiei Tn cancer.

Celulele de melanom sunt inzestrate cu un adevarat arsenal de sisteme antioxidante
enzimatice si non-enzimatice care le protejeaza impotriva stresului oxidativ cumulat si contribuie
la selectarea fenotipurilor rezistente (Morry si colab., 2017). In plus, majoritatea celulelor imune
din TME (TAMs, TILs, Tregs, MDSCs, neutrofile si eozinofile) pot produce, de asemenea, ROS
in principal prin cai NOX dependente, amplificand stresul oxidativ general pana la niveluri la
care are loc supresia raspunsului imun (Chen si colab., 2016). Acest schimb reciproc de
cataboliti, desi benefic pentru progresia cancerului, poate oferi de asemenea si perspective in
dezvoltarea de medicamente care vizeazd sinergia metabolicd intre celulele tumorale si alte

celule stromale rezidente (Sotgia si colab., 2013).

4.2. Plasticitatea fenotipica a macrofagelor

Mills si colaboratorii au fost printre primii care au observat o dicotomie fundamentala in
functia macrofagelor. Ca raspuns la diversi factori de crestere si citokine, ,,marii consumatori” se
pot diferentia in subtipuri inflamatorii M1 (luptd) sau regenerative M2 (repard) care in consecinta
pot promova sau inhiba dezvoltarea cancerului (Mills si colab., 2000). Fenotipul M1 se
caracterizeaza printr-o productie ridicatd a citokinei pro-inflamatorii IL-12 comparativ cu
productia citokinei IL-10 imunosupresiva, spre deosebire de fenotipul M2 caracterizat printr-un
raport invers al celor doud citokine reprezentative (Mosser si Edwards, 2008). O alta diferenta
majora intre cele doua subtipuri este reprezentatd de felul in care metabolizeaza arginina, un
element metabolic limitant Tn regiunile cu inflamatie persistentd si in tesuturile cu cerere
metabolica ridicatd, cum ar fi tumorile. Macrofagele M1 exprima enzima iNOS care foloseste L-
arginina ca substrat pentru a produce cantitati mari de NO, un agent citotoxic precum si un
declansator al arsenalului molecular M1 (Ley, 2017). Cealalta enzima care foloseste L-arginina
ca substrat este arginaza specificdi M2 care produce cantitati semnificative de ornitind, un

promotor al proliferarii celulare, al reparatiei tesuturilor si al angiogenezei (Mills, 2001).

4.3. Macrofagele asociate tumorii sustin dezvoltarea cancerului si rezistenta la terapie
TAM sunt cea mai abundenta populatie de celule din TME si majoritatea sunt polarizate
M2 sau exprima un ,,fenotip asemanator M2”, care este responsabil pentru reglarea activitatii

altor celule imune din stroma tumorii, pentru promovarea cresterii tumorale, sprijinind invazia
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celulelor canceroase prin citokine (VEGF, IL-4, IL-10, TGF-B), enzime (MMPs, Arg-1) si
diverse chemokine (Chen si colab., 2019). Prin urmare, TAMSs au o functie pro-tumorala foarte
importantd care ajutd celulele tumorale sa nu fie recunoscute de sistemul imunitar si sustine

motilitatea acestora.

Tn melanom, un infiltrat abundent de macrofage este in general asociat cu un prognostic
nefavorabil, deoarece celulele de melanom au capacitatea de a produce o mare varietate de
factori autocrini in sprijinul proliferarii aberante, precum si factori paracrini, cum sunt IL-10,
TGF-B, GM-CSF si CCL2 care pot transforma fenotipic macrofagele in aliati pro-tumorali.
Macrofagele asemanatoare M2 asigura supravietuirea celulelor stem canceroase prin sinteza de
compusi poliaminici derivati din arginazd si stimuleaza formarea de colonii de celule de

melanom care sunt astfel protejate de agentii chimioterapeutici (Tham si colab., 2014).



Capitolul Il: Modularea stresului oxidativ tumoral, o abordare
terapeutica inovatoare

1. Specii reactive de oxigen si sisteme endogene antioxidante

Radicalii liberi sunt molecule cu o viatd scurtd, instabile si hiper-reactive. Avand un
numar impar de electroni, manifestd tendinta de a obtine stabilitate prin spolierea electronilor
prezenti in moleculele stabile ale celulei vii (Arulselvan si colab., 2016). Studiile anterioare au
stabilit ca in tesuturile normale, fiecare celula este expusa la ~ 1,5 x 10° atacuri oxidative pe zi
(Perillo si colab., 2020). In organismele complexe, fiecare tesut are un potential anti-oxidativ
specific determinat de cantitatea si activitatea antioxidantilor non-enzimatici si enzimatici din
celulele rezidente, ca raspuns la un dezechilibru de status redox (Haddad, 2002). Imposibilitatea
sistemelor antioxidante de a compensa un dezechilibru pro-oxidant duce in cele din urma la stres
oxidativ. In melanom, stresul oxidativ joaca un rol central in dezvoltarea, precum si in evolutia
bolii. Nivelurile ROS ridicate pot induce mecanisme de adaptare Tn celulele tumorale,
promovand abilitatea metastatica a celulelor tumorale si rezistenta la terapie (Cannavo si colab.,

2019).

2. Terapii curente in melanom

2.1. Sisteme de livrare a medicamentelor pe baza de nanoparticule

1) Liposomi. Vezicule artificiale de forma sferica, cu dimensiuni cuprinse intre 5 si 200 nm
avand o structura asemanatoare membranelor biologice. Compuse din fosfolipide non-toxice si
colesterol, sunt utilizate pe scara larga ca vehicule de molecule active in industria farmaceutica
datoritd capacitatii lor de a ingloba atat compusi hidrofobi cat si hidrofili care pot fi eliberati

tintit in tesuturi/organe vizate (Akbarzadeh si colab., 2013).

2) Nanoparticule bazate pe polimeri (NPs) sunt reprezentate de diferite tipuri de polimeri

naturali si sintetici care permit atat tintirea terapeutica pasiva cat si activa .

3.Nanoparticule lipidice (LNs) sunt folosite ca sisteme alternative de livrare a medicamentelor

datorita stabilitatii superioare comparativ cu liposomii si LNs.



4. Alte nanoparticule cu potential in terapia cancerelor de piele sunt reprezentate de exosomi,

puncte cuantice (QD), nanoparticule de oxid de fier superparamagnetice (SPION) si

nanoparticule de aur (AuNPs).

2.2. Tipuri de terapii tintite in melanom
Cele mai eficiente in acest tip de cancer sunt terapiile care vizeaza cascade de semnalizare

activate de oncogene, imunoterapia si terapiile tintite anti-angiogenice.

3. Agenti si terapii cu rol in modularea stresului oxidativ

3.1. Compusi naturali

In timpul raspunsului organismului la conditii de stres, sistemele proprii antioxidante de
raspuns pot fi coplesite de abundenta productiei de ROS si, astfel aportul exogen de antioxidanti
naturali poate avea un rol profilactic (Arulselvan si colab., 2016). Una dintre cele mai abundente
categorii de antioxidanti ai plantelor este reprezentata de polifenoli, metaboliti secundari cu rol Tn
protectia impotriva radiatiilor ultraviolete si in apdrarea Tmpotriva patogenilor. Tn alimente,
acestia dau gustul amar, culoare, aroma si conferd stabilitate oxidativa (Pandey si Rizvi, 2009).
Exista un numar remarcabil de studii in favoarea proprietatilor anticancerigene ale polifenolilor.
Cu toate acestea, in lumina recentelor meta-analize cuprinzdtoare privind legatura dintre
polifenoli si cancer din ultimii zece ani, majoritatea rezultatelor au o semnificatie clinica limitata,

fiind la stadiul de studii preliminare, ambigue sau incidentale (Grosso si colab., 2017 ).

Este important sa fie facutd o diferenta clara intre tratamentul si preventia cancerului in
ceea ce priveste utilizarea compusilor naturali, mai ales ca acest aspect este confuz in majoritatea
studiilor in vitro, care par sa ignore categoriile ,,previne-impiedica-intarzie-vindeca” ca si actiuni
anticancerigene care de cele mai multe ori nu au loc simultan (Wang si colab., 2012). Tn plus,
compusii fitochimici prezintd activitate antioxidantd la concentratii mici si activitate pro-
oxidantd in doze mari. Atunci cand se iau in considerare compusii naturali ca modulatori ai
stresului oxidativ in terapia cancerului, trebuie sa se tind seama de efectul ROS de “sabie cu doua
taisuri” precum si de concentratia de antioxidanti din acesti compusi (Valko si colab., 2007).

Terapiile tintite pe baza de antioxidanti pot fi utilizate pentru a perturba, mentine sau restabili

homeostaza redox, in functie de efectul dorit si in raport raport cu tipul de boala.



3.2. Compusi semisintetici: simvastatina

Pe langa utilizarea lor principala ca medicamente antihipercolesterolemiante Tn
gestionarea si prevenirea bolilor coronariene, compusi precum simvastatina au prezentat efecte
pleiotropice si imunomodulatoare, de alterare a stresului oxidativ si a inflamatiei, avand chiar si
un rol in apoptoza celulelor endoteliale (Kirmizis si colab., 2010). Prin inhibarea sintezei
izoprenoidelor, statinele pot afecta functia proteinelor mici de legatura GTP, Rho, Ras si Rac,
dependente de izoprenilare, implicate in caile de semnalizare care reglementeaza proliferarea,
motilitatea celulara, organizarea citoscheletului, EMT si transcrierea diversilor factori care

contribuie la progresia cancerului (Liao si Laufs, 2005; Parri si Chiarugi, 2010).

Efectele anticancerigene ale SIM au fost descrise de intr-un numar mare de studii care
subliniazd mecanisme variate de actiune asupra diferitelor linii celulare canceroase si modele
tumorale. Tnainte de dezvoltarea sistemelor de administrare tintitd tumorald, relevanta studiilor
pre-clinice asupra statinelor a ramas neclara, datorita faptului ca mai putin de 5% din doza de
statine administrate in vivo ajungea efectiv in circulatia sistemica din cauza localizarii lor
preferential hepatice, cu repercursiuni de hepatotoxicitate si miopatii determinate de doze tot mai
mari administrate (Boudreau si colab., 2010). In special in cancer, introducerea vehiculelor
nanoparticulate de tintire activa a tumorii poate duce la depasirea dezavantajelor mentionate in

cazul simvastatinei (Alupei si colab., 2015).

3.3. Compusi sintetici: DMXAA

Agentii de perturbare vasculard (VDA) reprezintd o abordare atractiva a tratamentului
Tmpotriva cancerului, deoarece celulele endoteliale sunt stabile genetic, endoteliul tumoral este
usor accesibil prin terapie intravenoasd si lezarea vasculard depriveazd brusc si sever marea
majoritate a celulelor tumorale de substante nutritive vitale si gaze esentiale (Hinnen si Eskens,
2007). VDAs sunt agenti terapeutici care au un mecanism de actiune complet diferit de cel al
terapiilor clasice axate pe VEGF / VEGFR, profitand de diferentele structurale si functionale ale
endoteliului tumoral fragil care se dezvolta rapid. Cu toate acestea, principalul dezavantaj al unei
opriri vasculare rapide consta in formarea unei zone centrale necrotice si a unei margini tumorale
viabile Tn care sunt selectate celule tumorale cu fenotipuri invazive (Cooney si colab., 2006).

Acest fapt impreund cu observatia cd VDA tind sa interactioneze sinergic cu agenti

citotoxici si factori anti-angiogenici incurajeaza utilizarea lor in terapii combinate in care doua
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sau mai multe medicamente anticancerigene se completeaza reciproc cu efecte semnificative in
doze mai mici, mai eficiente, vizand atdt miezul tumoral hipoxic, cat si marginea irigata a

tumorii (Siemann si Horsman, 2009; Spear si colab., 2011).

DMXAA este un flavonoid sintetic care participa la interactiuni hidrofobe prin
intermediul gruparilor aromatice 5,6 metil. A fost considerat un candidat foarte promitator
pentru terapia cancerului, dar nu s-a ridicat la nivelul rezultatelor pre-clinice in urma testarii
caii de semnalizare STING murind, dar nu si umana (Shih si colab., 2018). Cu toate acestea,
procesul de identificare a analogilor DMXAA pentru specia umana este in derulare (Tijono si
colab., 2013; Hwang si colab., 2019). Experimental, pe modele murine, s-a constatat ca DMXAA
are o activitate antitumorala remarcabila prin blocarea selectiva a fluxului de sange in tumora la

mai putin de o ord dupa administrare (Baguley, 2003).

3.4. Terapii antioxidante vs terapii pro-oxidante

Terapii antioxidante

Antioxidantii enzimatici precum si non-enzimatici sunt in prezent priviti ca o “sabie cu
doud taisuri” in tratamentul cancerului. Tratamentele cu antioxidanti au de obicei efecte
imunomodulatoare complementare. De exemplu, curcumina este descrisa ca un modulator
puternic al activitatii limfocitelor T si B, macrofagelor, neutrofilelor, celulelor NK si dendritice
(Jagetia si Aggarwal, 2007) iar administrarea resveratrolului inhiba polarizarea M2 in cancerul
pulmonar (Sun si colab., 2017). Cu toate acestea, adaugarea de antioxidanti in doze specifice
pentru a diminua stresul oxidativ indus de chimioterapie a devenit controversatd si existd o
multime de factori, cum ar fi alegerea intre doza preventiva (scazutd) si terapeuticd (ridicatd),
tipul de cancer sau momentul colectarii datelor ca aspecte ce trebuie luate in considerare nainte
de a trage concluzii ferme despre interactiunile pozitive sau negative intre antioxidanti si

chimio/radioterapie (Singh si colab., 2018)

Terapii pro-oxidante
Un numar tot mai mare de studii sugereaza ca activitatile antioxidante mediate de

principala genda implicatd in raspunsul antioxidant (NRF2) contracareaza efectul daunator al



stresului oxidativ in celulele transformate, promovand tumorigeneza si rezistenta celulelor din
tumorile primare si in CTC, in timp ce nivelurile ridicate de NADPH sporesc capacitatea
metastaticd a melanomului (Perillo si colab., 2020; Tasdogan si colab., 2020). Aceste aspecte vin
in sprijinul teoriei ,calcaiul lui Ahile” care sugereaza ca dependenta celulelor tumorale de
antioxidanti pentru a contracara productia de ROS mult sporita comparativ cu celulele normale
ar putea fi punctul lor slab. Prin urmare, ROS ar putea fi considerati ,,latura stralucitoare a lunii”

n terapia cancerului.

Capitolul 111: Scopul tezei si obiective generale

Scopul acestei teze a fost dezvoltarea si testarea unei terapii liposomale tintite cu actiuni

de modulare a stresului oxidativ in melanom.

e Primul obiectiv al acestei teze a fost realizarea unui screening fitochimic al mai multor specii
de Ajuga utilizate in medicina traditionala si evaluarea activitatii lor anticancerigene pe linii
celulare metastatice susceptibile la modularea terapeutica a statusului lor redox.

e Al doilea obiectiv al acestei teze a fost investigarea activitatii de modulare a stresului oxidativ
si potentialul anticancerigen al unei noi terapii combinate cu SIM si DMXAA pe un model in
vitro de micromediu tumoral specific melanomului

o Al treilea obiectiv al acestei teze a fost evaluarea potentialului de modulare a stresului oxidativ
si a eficacitdtii anticanceroase a unei combinatii terapeutice tintite constand in LCL-SIM si LCL-

DMXAA pe un model de melanom murin in vivo.

Capitolul 1V. Extracte din specii de Ajuga cu ativitate biologica de
modulare a unor procese esentiale pentru dezvoltarea celulelor

canceroase

Acest capitol a fost publicat ca: Valentin-Florian Rauca, Laurian Vlase, Tibor Casian, Alina Sesarman, Ana-Maria
Gheldiu, Andrei Mocan, Manuela Banciu, Anca Toiu, Biologically active ajuga species extracts modulate supportive

processes for cancer cell development, Frontiers in Pharmacology, 2019; 10:334, doi: 10.3389/fphar.2019.00334
1. Introducere

Speciile de Ajuga au fost utilizate in medicina traditionala pentru proprietatile lor

diuretice, antiinflamatorii, de vindecare a ranilor si hepatoprotectoare. Profilul fitochimic si
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potentialul anticanceros a trei specii de Ajuga (4. genevensis, A. chamaepitys si A. laxmannii) din
Romaénia au fost cercetate. Extractul etanolic de A. laxmannii a ardtat cel mai mare continut total
de fenoli si flavonoide, Tn timp ce extractul etanolic de A. genevensis a fost mai abundent in
iridoizi. Efectul citostatic general al extractelor de plante investigate a fost exercitat prin actiuni
inhibitorii puternice asupra NF-«B, molecula cheie implicatd in raspunsul inflamator si prin
efectele modulatoare ale stresului oxidativ atat in linia cellulara C26 de carcinom de colon murin
cat si in linia celularda de melanoma murin B16.F10. Ajuga laxmannii a aratat cea mai
semnificativd activitate antitumorald si reprezintd o sursd importantd de compusi bioactivi,

posibil o forma suplimentara de tratament alaturi de medicamente anticanceroase conventionale.

2. Materiale si metode

Compusii fitochimici au fost extrasi din partile aeriene de Ajuga sp. prin utilizarea
diferitilor solventi si metode. Extractele hidroalcoolice au fost examinate pentru continutul total
de fenoli, flavonoide si iridoizi iar tehnica HPLC/MS a fost utilizata pentru a analiza compusii
polifenolici si iridoizii. Profilul fitochimic a fost, de asemenea, evaluat prin analiza
componentelor principale in legiturd cu eficacitatea antitumorald a extractelor. Potentialul
antiproliferativ a fost evaluat folosind testul colorimetric de proliferare celulara ELISA BrdU.
Pentru a determina gradul de exprimare a subunitdtii p65 a proteinei inflamatorii NF-xB din
lizatele celulare, s-a efectuat tehnica western blot. Cuantificarea markerului de stres oxidativ
MDA a fost realizata prin cromatografie lichidd de inalta performantd (HPLC). Capacitatea
antioxidantd enzimaticd si non-enzimaticd a fost evaluatd prin masurarea activitatii catalazei si

prin evaluarea capacitatii antioxidante totale (TAC) a celulelor tratate.

3. Rezultate si discutii

3.1. Efect antiproliferativ al extractelor vegetale asupra liniilor celulare C26 si B16.F10

Efectele diferitelor tratamente intr-un anumit interval de concentratii (50-650 pg /mL)
asupra proliferdrii celulelor C26 si B16.F10 au fost prezentate ca si procent de inhibare al
proliferarii comparativ cu controlul (Figura 1 A,B), cat si ca valori ale 1Csq pentru fiecare extract
(Tabel 1).

Datele noastre au aratat cd EEAL a exercitat efecte inhibitoare puternice la concentratii

mult mai mici decat EEAC si EEAG asupra celulelor de melanom B16.F10 (Figura 1A si
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Tabelul 1), precum si asupra celulelor carcinomului de colon C26 (Figura 1B si Tabelul 1).
Relatia dintre variabilele de intrare (specii de plante, concentratia extractului, tipul de celule - set
de date X) si rata de inhibare a proliferarii celulare (set de date Y) a fost evaluata prin incadrarea
unei ecuatii polinomiale prin metoda PLS. Tipurile specifice de polifenoli (izoquercitrind, rutind
si apigenind) si iridoizi (harpagozida si 8-O-acetil-harpagida) ar putea fi implicate in activitatea

antitumorala puternica a extractelor din plante testate.
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Figura 1: Efectele extractelor din specii de Ajuga asupra proliferirii celulare. (A) la 24 ore dupa
incubarea celulelor B16.F10 cu diferite concentratii de extracte SEE, EEAC si EEAL. (B) la 24 ore dupa
incubarea celulelor C26 cu concentratii diferite de extracte SEE, EEAC si EEAL. Datele sunt prezentate
ca medie + SD al masuratorilor n triplicat. EEAG, extract etanolic din A. genevensis; EEAC, extract
etanolic din A. Chamaepitys extract etanolic; EEAL, extract de etanolic din A. laxmannii. Celulele tratate
cu etanol au fost utilizate ca si controale de toxicitate.

Tabel 1: Citotoxicitatea extractelor etanolice din specii de Ajuga asupra liniilor celulare de cancer

murin C26 si B16.F10 prin intermediul testului de proliferare ELISA BrdU (valoare 1Csg, pg /mL).
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Linia celulara C26 B16.F10
Tratament 1Cs Interval de ICs Interval de
confidenti 95% confidenti 95%
EEAG (A. genevensis) 457.5 374.0 to0 559.7 741.4 388.5 to 1415
EEAC (A. chamaepitys) 303.0 274.8 t0 334.1 406.7 341.7t0484.1
EEAL (A. laxmannii) 176.3 154.5t0201.1 236.8 227.1t0 246.8

I1Csp reprezintd jumitate din concentratia maximal inhibitorie pentru compusii testati.

3.2. Efect de inhibare a exprimérii NF-kB-p6S in lizate totale din liniile celulare C26 si

B16.F10

Rezultatele noastre au indicat ca 1Cg al tuturor extractelor din Ajuga sp. testate in acest

studiu (IC4o Tn cazul EEAG testat pe B16.F10) au determinat o inhibare foarte puternica (> 80%

in comparatie cu controlul) a expresiei factorului-cheie de transcriere NF-kB-p65 implicat in

raspunsul inflamator (Figura 2 A-D).
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Figura 2: Variatii in productia NF-kB-p65 in lizate celulare dupa diferite tratamente. Analiza
Western blot a expresiei totale a NF-kB-p65 in lizate celulare de la (A, E) celule B16.F10 si (C, G) celule
C26 dupa diferite tratamente; B-actina a fost utilizata ca proteina control. (B)% din expresia NF-kB-p65
n raport cu controlul in celulele B16.F10 de melanom dupa diferite tratamente (1C4 EEAG, I1Cg EEAC si
ICgso EEAL). (F)% din expresia NF-kB-p65 in raport cu controlul in celulele melanomului B16.F10 dupa



diferite tratamente (IC,y EEAG, ICsy EEAC si ICsy EEAL). (D)% din expresia NF-kB in raport cu
controlul in celulele carcinomului de colon C26 dupa diferite tratamente (ICgo EEAG, 1Cgy EEAC si ICg
EEAL). (H)% din expresia NF-kB in raport cu controlul in celulele carcinomului de colon C26 dupa
diferite tratamente (ICso EEAG, ICso EEAC si ICso EEAL). Pe celule B16.F10: Control, celule netratate;
IC4 sau I1Cy EEAG, celule incubate cu 650 pg / mL sau 260 pg / mL extract etanolic din A. genevensis ;
ICg sau ICsy EEAC, celule incubate cu 650 pg / mL sau 406.7ug / mL extract etanolic din A.
Chamaepitys; ICgy sau ICsy EEAL, celule incubate cu 325 pg / mL sau 236,8 pg / mL extract etanolic din
A. laxmannii. Pe celulele C26: Control, celule netratate; 1Cgq sau 1Cso EEAG, celule incubate cu 650 ug /
mL sau 457,5 pg / mL extract etanolic din A. genevensis ; ICg sau ICso EEAC, celule incubate cu 650 pg
/ mL sau 303 pg / mL extract etanolic din A. Chamaepitys ; ICgsau ICso EEAL, celule incubate cu 325
pg / mL sau 176,3 ug / mL extract etanolic din A. laxmannii.Rezultatele reprezintda media = SD a doua
masuratori independente. Testul ANOVA cu corectie Bonferroni pentru comparatii multiple a fost utilizat
pentru a analiza efectele diferitelor tratamente (ns, P> 0.05; * P < 0,05; ** P <0,01).

Concentratiile 1Cso (Tabel 1) testate pe ambele linii celulare (ICy Tn cazul EEAG testat pe
B16.F10) au determinat diferite grade de inhibare (30—-70% comparativ cu controlul) (Figura 2
E-H).
3.3. Extractele din specii de Ajuga exercita actiuni modulatoare asupra stresului oxidativ
“fiziologic” al celulelor canceroase

Deoarece celulele canceroase se afla sub un stres oxidativ constant (Alupei si colab.,
2015), am investigat relatia potentiald dintre activitatea antiproliferativa a extractelor vegetale si
stresul oxidativ generat in ambele tipuri de celule canceroase. Astfel, nivelurile unui marker de
stres oxidativ general - MDA, precum si activitatea catalitica a catalazei si capacitatea
antioxidanta totald au fost evaluate in lizate din ambele linii celulare si sunt prezentate in

Figurile 3, 4.

Rezultatele noastre au indicat faptul ca ICgp ale extractelor (1C4o in cazul EEAG testat pe
celulele B16.F10) au avut o actiune pro-oxidanta (Figurile 3B, 4B) in corelatie cu o crestere
proportionald a capacitatii antioxidante a celulelor canceroase ramase (Figurile 3F, 4F) in
ambele linii celulare. Activitatea enzimei antioxidante catalaza in ambele linii celulare nu a fost
modificata in mod semnificativ de concentratiile de extract 1Cgp Utilizate in aceasta investigatie

(Figurile 3D, 4D).
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Figura 3: Efectele extractelor de Ajuga asupra stresului oxidativ generat de catre celulele C26. (A, B)
Cantitatea de MDA dupa (A): tratamentul cu 1Csy EEAG, 1Csg EEAC, 1C5y EEAL (B): tratamentul cu 1Cgy EEAG,
ICgo EEAC, ICgy EEAL (C, D) Activitatea catalitica a catalazei Tn urma tratamentului cu (C): 1Csq EEAG, 1Cs
EEAC, ICsy EEAL si (D): tratamentul cu I1Cgy EEAG, 1Cgy EEAC, ICgy EEAL (E, F) Capacitatea totald antioxidanta
in lizate celulare obtinute din linia celulard C26 dupa 24h de incubare cu urmatoarele tratamente (E): 1Csg EEAG,
ICso EEAC, ICsp EEAL si (F): 1Cg EEAG, 1Cgy EEAC, I1Cgy EEAL. (ns, P>0.05; *, P<0.05; ***, P<0.001).

Cu toate acestea, concentratiile 1Cso de extract (ICy Tn cazul EEAG) au avut un efect antioxidant
moderat asupra celulelor B16.F10 prin reducerea nivelului MDA in comparatie cu controlul
(Figura 4A) si stimularea usoara a activitatii catalazei (Figura 4C). In cazul celulelor C26,
concentratiile 1Csg ale extractelor nu au modificat in mod semnificativ niciunul dintre parametrii

testului de stres oxidativ (Figurile 3 A, C, E).
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Figura 4: Figura 3: Efectele extractelor de Ajuga asupra stresului oxidativ generat de catre celulele B16.F10
(A, B) Cantitatea de MDA dupa (A): tratamentul cu ICsyg EEAG, 1Csy EEAC, ICso EEAL (B): tratamentul cu ICgg
EEAG, ICg EEAC, ICg EEAL (C, D) Activitatea cataliticd a catalazei in urma tratamentului cu (C): 1Csg EEAG,
ICso EEAC, ICsy EEAL si (D): tratamentul cu 1Cgy EEAG, ICgy EEAC, ICg EEAL (E, F) Capacitatea totala
antioxidanta in lizate celulare obtinute din linia celulara C26 dupa 24h de incubare cu urmatoarele tratamente (E):
ICso EEAG, ICso EEAC, IC5; EEAL si (F): 1Cg EEAG, ICgy EEAC, I1Cgy EEAL (ns, P>0.05; *, P<0.05; **, P<0.01;
*** P<0.001).

4. Concluzii

In concluzie, rezultatele studiului nostru au indicat ci efectul citostatic general al
extractelor de plante investigate a fost exercitat prin actiuni inhibitorii puternice asupra NF-xB-
p65, molecula cheie implicatd in raspunsul inflamator si prin efectele modulatoare ale stresului
oxidativ Tn cazul ambelor linii celulare testate. Dintre cele trei specii selectate Ajuga laxmannii a
determinat cea mai puternica actiune de inhibare a proliferarii liniilor de celule canceroase
B16.F10 si C26 datoritd compozitiei sale mai bogate in compusi polifenolici bioactivi. Cu toate
acestea, eventuale studii extinse asupra unor modele de tumori experimentale ar putea clarifica

mai multe aspecte referitoare la actiunea antitumorald a extractelor din plante folosite in acest
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studiu. Rezultatele noastre indica faptul ca ca extractul de Ajuga laxmannii are potentialul de a
deveni o forma suplimentard de tratament sau profilaxie, alaturi de medicamente anticancer

conventionale.

Capitolul V. Terapia combinatid cu simvastatina si DMXAA

E

suprima sinergistic fenotipul agresiv al celulelor B16.F10 de

melanom murin

Acest capitol a fost publicat ca: Valentin-Florian Rauca, Emilia Licarete, Lavinia Luput, Alina Sesarman, Laura
Patras, Paul Bulzu, Elena Rakosy-Tican, Manuela Banciu, Combination therapy of simvastatin and 5, 6-

dimethylxanthenone-4-acetic acid synergistically suppresses the aggressiveness of B16.F10 melanoma cells, PLoS

ONE, 2018; 23;13(8):e0202827, doi: 10.1371/journal.pone.0202827.

1.Introducere

Principalul dezavantaj al actualelor terapii anti-angiogenice este reprezentat de aparitia
fenomenului de rezistenta cauzatd in primul rand de supraexprimarea factorului de transcriere
HIF-1a ca urmare a hipoxiei induse de tratament, care stimuleaza celulele canceroase sa dezvolte
fenotipuri agresive si imunosupresive. Mai mult decat atat, rezistenta celulelor canceroase la
terapiile anti-angiogenice este mediata profund de comunicarea dintre celulele tumorale si
macrofagele asociate tumorii (TAMSs) - cele mai importante celule din micromediul tumoral
pentru coordonarea proceselor pro-tumorigenice. Astfel, tintirea simultana a TAM si a celulelor
canceroase ar putea imbunatiti rezultatul terapiilor anti-angiogenice. Tntrucat studiile noastre
anterioare au demonstrat cd simvastatina (SIM) exercitd actiuni antiproliferative puternice asupra
celulelor de melanom murin B16.F10 prin reducerea stresului oxidativ mediat de TAM si
inhibarea productiei intratumorale de HIF-la, am investigat daca eficacitatea antitumorala a
agentului de perturbare vasculara DMXAA ar putea fi imbunatatita prin administrarea
concomitenta cu aceasta statina lipofild. Rezultatele noastre ofera dovezi confirmatorii in ceea ce
priveste capacitatea tratamentului combinat de a suprima fenotipul agresiv al celulelor de
melanom B16.F10 in co-cultura cu TAM 1in conditii chimice care mimeaza efectele hipoxiei in
vitro. Astfel, capacitatea de proliferare si migrare a celulelor de melanom a fost puternic
deceleratda dupa administrarea concomitenta a SIM si DMXAA. Mai mult, datele noastre au

sugerat cd actiunea anti-oxidantd a tratamentului combinat, ca urmare a stimuldrii
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melanogenezei, ar putea fi cauza principala pentru suprimarea simultana a moleculelor-cheie
implicate Tn dobandirea agresivitatii celulelor de melanom, prezente atat in celulele tumorale
(HIF-1a) precum si in TAM (arginaza-1). Efectul supresiv concomitent al acestor proteine poate

fi motivul reducerii drastice a capacitatii angiogenice a celulelor din co-cultura.
2. Materiale si metode

Linia celulara de melanom murin B16.F10 (ATCC, CRL-6475) a fost cultivata in mediu
DMEM (Lonza, Basel, CH), completat cu 10% ser bovin fetal inactivat termic, 100 Ul / ml
penicilina-streptomicind 100 pg / ml si 4mM L-glutamina, in monostrat la 37 ° C intr-o
atmosferd umidificatd cu 5% CO2. Dupa diferentierea celulelor maduvei osoase in BMDMs,
aceste celule au fost recoltate (Zhang si colab., 2008) si co-cultivate cu celule B16.F10 la un
raport de densitate celulard de 4:1 care aproximeazd conditiile fiziologice ale dezvoltarii
melanomului murin in vivo (Haase-Kohn et al., 2014; Luput si colab., 2017). Pentru a mima
ambientul intratumoral hipoxic, celulele au fost incubate timp de 24 de ore cu mediu de cultura
suplimentat cu 200 uM de clorura de cobalt (II) (CoCl,) - un inductor de stabilizare a factorului
de transcriere HIF-1a (Al Okail, 2010). DMXAA (Selleckchem, Houston, TX, SUA) a fost
dizolvat in sulfoxid de dimetil (DMSO) 100%. SIM (Sigma-Aldrich, MO, SUA) a fost dizolvata
in etanol 70% pentru a prepara solutia stoc. Pentru a determina efectele diferitelor tratamente
asupra proliferérii celulelor melanomului B16.F10, 1 x 10° celule canceroase / godeu au fost co-
cultivate cu macrofage asa cum se aratd mai sus, in placi cu 96 de godeuri timp de 24 de ore.
Activitatea proliferativd a celulelor canceroase dupa diferite tratamente a fost testatd folosind
testul de proliferare colorimetric ELISA BrdU (Roche Applied Science, Penzberg, DE). Pentru a
determina dacd inhibarea proliferarii celulare se datoreaza inducerii apoptozei in co-cultura s-a
efectuat testul de apoptoza bazat pe izotiocianat de fluoresceina (FITC) (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, SUA ). Pentru a determina capacitatea de migrare a celulelor, celulele de melanom
murin B16.F10 co-cultivate cu macrofage la un raport de densitate celulara de 1: 4 au fost
dispuse in placi cu 24 de godeuri. Dupa 24 de ore, monostraturile de celule confluente au fost
zgariate cu un varf de plastic (1 mm) conform protocolului descris anterior (Liang si colab.,
2007). Migrarea a fost monitorizata cu ajutorul unui microscop echipat cu camera foto la ora O si

la 24 de ore.
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In vederea realizarii analizei moleculare, s-au preparat lizate celulare. Din lizate s-a
realizat cuantificarea malondialdehidei (MDA) prin analiza HPLC, determinarea continutului de
melanind, analiza western blot a nivelului HIF-10, analiza exprimarii proteinelor angiogenice
prin tehnica ,,array” pentru proteine (proteine RayBio® Mouse Angiogenic Antibody Array
membranelor 1.1, RayBiotech Inc., Norcross, GA, SUA) si cuantificarea qPCR a exprimarii

markerilor TAM si a productiei de oxid nitric. Datele din diferite experimente au fost indicate ca

medie + deviatie standard (SD).
3. Resultate si discutii

3.1. Efect sinergistic al SIM si DMXAA asupra proliferarii celulelor de melanom

Efectele diferitelor tratamente asupra proliferarii celulelor B16.F10 in monocultura si in
prezenta TAMs in conditii care mimeaza efectele hipoxiei au fost exprimate ca procent de
inhibare in comparatie cu proliferarea celulelor netratate (celule martor) (Figura 5 A-C) si ca

valori 1Cs pentru fiecare agent terapeutic testat (Hiss si colab., 2007) prezentate in tabelul 2.
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Figura 5: Efectele administrarii combinate de SIM si DMXAA asupra proliferirii celulelor B16.F10 in
conditii care mimeaza efectele hipoxiei (A) la 24 h dupa incubarea co-culturii formate din celule B16.F10 si
TAMs cu diferite concentratii de DMXAA; (B) la 24 h dupa incubarea co-culturii formate din celule B16.F10 si
TAMs cu diferite concentratii de SIM administrate singura sau in combinatie cu 100 UM DMXAA; (C) la 24h dupa
incubarea monoculturii celulare B16.F10 cul00 uM DMXAA administrat singur si cu diferite concentratii de SIM
adminsitrata singura sau in combinatie cu 100 uM DMXAA. Datele sunt prezentate ca media £ SD a unor

masuratori in triplicat;
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Table 2: Efect sinergic al co-administrarii de SIM si DMXAA asupra proliferarii celulelor B16.F10 in
prezenta TAM

Tratament ICs Interval de Indice de combinatie (CI)
confidenta 95% Valoarea Cl | Interpretare

SIM 4.825 1.2321018.89 - -

DMXAA 288.1 209.2 t0 396.9 - -

SIM+100 uM DMXAA 2.088 1.933 to 2.256 0.77 Sinergism

1Cs reprezintd jumadtate din concentratia maxima inhibitorie pentru agentii terapeutici testate iar Cl reprezinta
indicele de combinatie care cuantifica relatia de sinergism (Cl < 1), efect aditiv (CI = 1) si antagonism (CI > 1)
conform metodei Chou-Talalay.

Deoarece 100 uM DMXAA a fost prima concentratie care a inhibat moderat proliferarea
celulelor B16.F10 in co-culturd (cu 30% in comparatie cu proliferarea celulelor din control)
(Figura 5A), aceastd concentratic a fost selectatd pentru tratamente combinate cu diferite
concentratii de SIM (Figura 5B). In special, asocierea de 100 pM DMXAA cu fiecare
concentratiec SIM testatd a imbunatatit statistic semnificativ efectele antiproliferative ale SIM
asupra monoculturii, precum si a celulelor tumorale din co-cultura (Figura 5 B-C). Mai mult
decét atat, 1Csp al SIM a scazut de 1,8 ori cand tratamentele cu statina au fost administrate in
combinatie cu 100 uM DMXAA pe celulele din co-cultura (tabelul 2).

3.2. Tratamentul combinat reduce capacitatea de migrare a liniei celulare de melanom
B16.F10

Pentru a evalua daca tratamentul aplicat a afectat capacitatea invaziva a celulelor de
melanom murin B16.F10 in co-cultura cu TAMs, am efectuat testul de migrare a celulelor in
monostrat (Figura 6A). Rezultatele noastre au sugerat ca toate tratamentele aplicate au inhibat
puternic migrarea celulelor tumorale. Cu toate acestea, efectul supresor exercitat de tratamentul
combinat a fost mai mare decét cel exercitat de fiecare tratament in parte (Figura 6A-B). Astfel,
administrarea combinatd de SIM si DMXAA a inhibat aproape complet migrarea celulelor
B16.F10 (peste 90% inhibare in comparatie cu migrarea celulelor netratate), in timp ce
administrarea fie a DMXAA, fie a SIM a suprimat cu 50-75% capacitatea de invazie a acestor
celule canceroase (Figura 6B). Aceastd constatare sugereaza faptul ca fenotipul agresiv al

celulelor B16.F10 ar putea fi afectat in urma tratamentelui combinat.
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Figura 6: Evaluarea capacititii de migrare a celulelor de melanom B16.F10 in co-culturi cu TAMs dupa
diferite tratamente (A) Celulele B16.F10 in co-culturd cu TAMs inainte de administrare (T=0) si la 24h (T=24H)
dupa administrarea diferitelor tratamente. Patru imagini/godeu au fost capturate pentru fiecare conditie
experimentala (Fig 3A,100x). (B) Cuantificarea migrarii celulare estimata ca procentaj de acoperire a zonei deschise
comparativ cu deschiderea la T=0. Control= cellule netratate in co-culturd; DMXAA: co-cultura incubatd cul00 uM
DMXAA,; SIM: co-cultura incubata cu 3.5 uM SIM, SIM+DMXAA: co-cultura incubatd cu 3.5 uM SIM administrat
in combinatie cu 100 uM DMXAA..

3.3. Efecte modulatoare ale terapiei liposomale combinate asupra stresului oxidativ in
cadrul miromediului tumoral

Pentru a corela efectele tratamentelor asupra proliferarii si migrarii celulelor canceroase
de modularea stresului oxidativ (Luput si colab., 2017) in modelul de co-cultura, am determinat
nivelurile de MDA - produsul de peroxidare lipidica, un marker tipic pentru stresul oxidativ
(Patras si colab., 2016). Rezultatele noastre au aratat cd stresul oxidativ a fost in mod special
suprimat de toate tratamentele, dar cea mai puternica inhibare a fost cauzata de tratamentul
combinat, care a redus aproape complet nivelul de MDA in lizatele din co-cultura celulara (mai
mare de 90% in comparatie cu productia de MDA in celule control netratate) (Figura 7). Aceste
date au sugerat cd actiunea anti-oxidanta foarte puternicd a terapiei combinate ar putea fi
responsabila pentru inhibarea capacitatii de migrare a acestor celule, dar si pentru suprimarea

proliferarii celulelor B16.F10 prezentata anterior.
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Figura 7: Efectele diferitelor tratamente asupra nivelului MDA in co-cultura dintre celulele B16.F10 si
TAMs, incubate pentru 24h in conditii care mimeazi efectele hipoxiei. Rezultatele sunt exprimate ca media +
deviatia standard a doud masurdtori independente. Control= cellule netratate in co-culturd; DMXAA: co-cultura
incubata cul00 uM DMXAA; SIM: co-cultura incubata cu 3.5 pM SIM, SIM+DMXAA: co-cultura incubati cu 3.5

uM SIM administrat in combinatie cu 100 uM DMXAA..

3.4. Determinarea continutului de melanina din co-cultura B16.F10 — macrofage

Deoarece continutul de melanina moduleaza stresul oxidativ (Denat si colab., 2014) si
fenotipul agresiv al celulelor canceroase, au fost evaluate efectele tratamentelor asupra acestei
productii specifice de pigmenti in modelul de co-cultura. Rezultatele noastre au aratat cd numai
tratamentul combinat a stimulat productia de melanind in celulele B16.F10 din co-culturd
(Figura 8). Astfel, co-cultura celulara incubata simultan cu SIM si DMXAA a prezentat un nivel

de melanina de 7,5 ori mai mare decdt in co-cultura celulelor control (P <0,01).
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Figura 8: Efectele diferitelor tratamente asupra productiei de melaninid in co-culturid. Rezultatele sunt
exprimate ca media + deviatia standard a doud masurdtori independente. Control= cellule netratate in co-cultura;
DMXAA: co-cultura incubatda cul00 uM DMXAA; SIM: co-cultura incubata cu 3.5 uM SIM, SIM+DMXAA: co-
cultura incubaté cu 3.5 pM SIM administrat in combinatie cu 100 uM DMXAA.
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3.5. Suprimarea capacitatii angiogenice a micromediului tumoral in co-cultura

Pentru a evalua efectele tratamentelor asupra capacitatii angiogenice a micromediului
din co-cultura in conditii de mimare a efectelor a hipoxiei, s-a efectuat o selectie pentru 24 de
proteine angiogenice / inflamatorii folosind tehnica ,,array” pentru proteine , iar rezultatele sunt

prezentate in figura 9.
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Figura 9: Efectele diferitelor tratamente asupra productiei de proteine angiogenice si inflamatorii in co-
cultura reprezentati de celulele B16.F10 si TAMs. Productia de proteine dupa diferite tratamente a fost
comparatd cu productia de proteine din co-cultura control netratatd . Datele sunt prezentate ca % de reducere (-) in
intervalul 0% (alb) -100% (negru) sau stimulare (+) 0% (alb) to +250% (rosu) a productiei de proteina comparata cu
productia aceleiasi protein in celulele netratate. DMXAA: co-cultura incubatd cu 100 uM DMXAA; SIM: co-cultura
incubata cu 3.5 uM SIM, SIM+DMXAA: co-cultura incubaté cu 3.5 uM SIM administrat in combinatie cu 100 uM
DMXAA.

3.6. Tratamentul combinat induce “reeducarea” partiala a TAMs

Pentru a investiga daca efectele supresive asupra principalelor procese tumorale
coordonate de TAMs pot fi legate de capacitatea de ,reeducare” a tratamentului combinat,
expresia markerilor specifici pentru M2 (ARG-1 si IL-10) (Sica si colab., 2006), precum si
pentru fenotipul M1 (nivelul de nitriti - produsul final al metabolismului oxidului nitric rezultat
din activitatea iNOS) (Mills et al., 2000) au fost evaluate. Datele noastre au aratat ca numai
nivelul de exprimare al ARG-1 a fost puternic redus cu 80% dupad incubarea TAMs cu

tratamentul combinat (Figura 10 A-B).
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Figura 10: Efectele tratamentului combinat asupra polarizirii macrofagelor. (A) Efectele co-administririi
SIM si DMXAA asupra expriméirii ARNm pentru ARG-1si IL-10 in BMDMs tratate cu IL-4 in conditii care
mimeaza efectele hipoxiei. ARNm a fost cuantificat prin RT-gPCR iar rezultatele sunt prezentate ca si “coeficient de
modificare” pe baza calcularii CT. Celule netratate au fost folosite ca si control. Rezultatele sunt exprimate ca media
+ deviatia standard a trei masuratori independente. (B) Nivelul de nitriti in BMDMs tratate cu IL-4 si incubate cu
SIM+DMXAA 1in conditii care mimeaza efectele hipoxiei. Rezultatele sunt exprimate ca media + deviatia standard a
doua masuratori independente.Control = macrofage polarizate I1L-4 netratate; SIM+DMXAA = macrofage polarizate
IL-4 tratate cu 3.5 uM SIM si 100 uM DMXAA (ns, P>0.05; ***, P<0.001).

4. Concluzii

Datele noastre au demonstrat cd administrarea combinatd de SIM si DMXAA in co-
cultura reprezentata de celulele de melanom murin B16.F10 si TAM in conditii care mimeaza
efectele hipoxiei are potentialul de a deveni o terapie tintitd pentru micromediul tumoral, bazata
pe un puternic efect antioxidant si pe suprimarea concomitenta a fenotipului agresiv caracteristic

celulelor de melanom malign.

Capitolul VI. Co-administrarea agentilor simvastatind si DMXAA
incapsulati in liposomi perturba mecanisme moleculare cu rol cheie

Tn progresia melanomului malign

Acest capitol este un manuscris in lucru: Valentin-Florian Rauca, Laura Patras, Lavinia Luput, Emilia Licarete,
Vlad Toma, Alina Porfire, Augustin C. Mot, Alina Sesdarman, Elena Rakosy-Tican, Manuela Banciu. Co-
administration of liposome-encapsulated agents simvastatin and DMXAA disrupts key molecular mechanisms of

malignant melanoma progression.

1. Introducere

Activarea aberantd a unor multiple cai de semnalizare interconectate reprezintd un

impediment major in calea elucidarii mecanismelor dezvoltarii si progresiei melanomului. Pe de
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alta parte, faptul ca acestui tip de cancer 1i este specific procesul de reconfigurare a cailor uzuale
de semnalizare celulara, poate constitui un indiciu in favoarea unui potential success al terapiilor
moleculare tintite Tn tratamentul melanomului. Studiile noastre anterioare in vitro au demonstrat
ca administrarea simultand a agentului citotoxic SIM (simvastatind) si a agentului de rupere a
vaselor de sange cu efecte secundare imunomodulatoare DMXAA (acidul 5,6-dimetilxantenon-
4-acetic) reduce agresivitatea celulelor B16.F10 de melanom metastatic murin in culturd mixta
cu macrofage. Asadar, scopul prezentului studiu a fost acela de a administra cele doua substante
terapeutice incapsulate in lipozomi cu timp de circulatie prelungit pe un model in vivo de
melanom murin, n vederea elucidarii mecanismelor de actiune antitumorald ale tratamentului

combinat.
2. Materiale si metode

Pentru elucidarea mecanismelor moleculare de actiune ale tratamentului combinat s-au
folosit tehnici de imunohistochimie, western blot, PCR cantitativ si calitativ, tehnica “array
pentru proteine”, zimografie in gel pentru masurarea activitatii metaloproteinazelor matriceale,
analiza HPLC (lichid cromatografie de inalta performanta), tehnici enzimatice si non-enzimatice

de determinare a nivelului stresului oxidativ din tumori.
3. Rezultate si discutii

3.1. Terapia liposomali combinati a redus cel mai eficient cresterea tumorala.

Pentru a masura eficacitatea administrarii liposomale combinate de 5 mg / kg SIM si 14
mg / kg DMXAA in comparatie cu monoterapia liposomala fie de 5 mg / kg SIM sau 14 mg / kg
DMXAA, medicamentele au fost injectate intravenos in zilele 11 si 14 de la inocularea celulelor
tumorale. Agentii terapeutici au fost administrati, de asemenea, sub forma libera in aceleasi doze
si conform aceluiasi grafic. Efectele medicamentelor libere si incapsulate in lipozomi asupra
cresterii tumorii au fost evaluate prin masurarea volumului tumorii in ziua sacrificarii (Figura 11

A, C, E) si a zonei de sub curba de crestere a tumorii (AUTC) (Figura 11 B, D si F).
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Figura 11. Efectele administririi combinate de SIM si DMXAA incapsulate in forma liber:i sau incapsulata in
lipozomi asupra cresterii tumorii de melanom B16.F10 inoculatad s.c. Soarecii au primit i.v. doud injectii
continand agentii terapeutici in ziua 11 si ziua 14 dupa inocularea celulelor canceroase. Volumele tumorale dupa
diferite tratamente din ziua 15 (cand au fost ucisi soareci) sunt prezentate in panourile (A), (C) si (E). AUTC-urile
dupa diferite tratamente sunt prezentate in panourile (B), (D) si (F). Control - grup tratat cu LCL; SIM - grup
experimental tratat cu 5 mg / kg SIM in forma libera; LCL-SIM - grup experimental tratat cu 5 mg / kg SIM ca
forma incapsulata in liposomi; DMXAA - grup experimental tratat cu DMXAA in forma libera de conc. 14 mg / kg;
LCL-DMXAA - grup experimental tratat cu 14 mg / kg DMXAA ca forma incapsulata in liposomi; SIM + DMXAA
- grup experimental tratat cu 5 mg / kg SIM in forma libera si 14 mg / kg DMXAA in forma liberd; LCL-SIM +
LCL-DMXAA - grup experimental tratat cu 5 mg / kg SIM si 14 mg / kg DMXAA finapsulate in liposomi.
Rezultatele au fost comparate cu grupul de control si exprimate ca medie £ SD a volumelor tumorale a 6 soareci. A
fost efectuat testul ANOVA cu corectie Bonferroni pentru comparatii multiple in vederea analizei diferentelor dintre
efectele tratamentelor asupra cresterii tumorale (ns, P> 0.05; *, P <0.05; **, P <0.01; ***, P <0,001).

3.2. Efecte modulatoare ale terapiei liposomale combinate asupra stresului oxidativ Tn
cadrul miromediului tumoral

Pentru a corela proprietatile anti-tumorale ale terapiei liposomale cu eventuale modificari
ale parametrilor stresului oxidativ, nivelurile unor markeri specifici ai stresului oxidativ n
micromediul tumoral (MDA, Catalaza si TAC) au fost determinate in lizate din tesut tumoral

obtinute de la toate grupurile experimentale (Figura 12).

26



A B C
ns
*
5 * 25
£ * 501 i
] £
o 401 s 2,04 A 29 "
= c *k a5 404 ns
& s s = ES
D4 0l 15 * =0 * *
i Oa el
E 88 g2
@ m ng gE
& - q ns * 62
g 1 0 E’m €L 2
£
£ 3 33 T
< 05 T 28
o it
E L]
G 1 1 Dc 1 1 "" T T
Contol  LCLSIM  LCLDMXAA LCL-SIMLCLDMAAA Control  LCLSIM  LCLDMYAA LCL-SIMeLCL-DMXAA Contol  LCLSM  LCLONXAA LCL-SIN+LCLDMXAA

Figura 12: Efectele diferitelor tratamente liposomale cu SIM si DMXAA asupra parametrilor stresului
oxidativ intratumoral. (A) Productia de MDA exprimatd sub forma de nmoli MDA / mg proteind; (B) Activitatea
catalazei exprimata sub forma U / mg de proteina; (C) TAC exprimat sub forma de pmoli antioxidanti nonenzimatici
/ mg proteind. Toti parametrii au fost masurati din lizate tumorale de la soareci tratati cu LCL-SIM si LCL-DMXAA
ca terapie unica sau combinatd. Datele reprezintd media + SD a masuratorilor in duplicat sau triplicat (ns, P> 0.05; *,
P <0.05; **, P <0.01). Control - grup tratat cu LCL; LCL-SIM - grup experimental tratat cu 5 mg / kg SIM ca forma
incapsulatd in liposomi; LCL-DMXAA - grup experimental tratat cu 14 mg / kg DMXAA ca formd incapsulata in
liposomi; LCL-SIM + LCL-DMXAA - grup experimental tratat cu 5 mg / kg SIM si 14 mg / kg DMXAA ca forma
incapsulata in liposomi.

Datele noastre au sugerat ca ambele terapii liposomale au indus o stare pro-oxidativa
slaba reprezentatd de nivelurile crescute de MDA (P <0.05, Figura 12 A), in timp ce terapia
combinati nu a afectat nivelul MDA (P> 0.05, Figura 12 A). In plus, o reducere proportionali a
sistemelor antioxidante enzimatice (catalaza) si non-enzimatice (TAC) a fost observata in lizate
tumorale din grupurile tratate cu LCL-SIM (P <0.05), LCL-DMXAA (P <0.01) si terapie
combinata (P <0.05) (Figura 12 B, C), care a indicat lipsa unui raspuns adaptiv al celulelor

tumorale la starea pro-oxidanta indusa de medicamente.

3.3. Efect inhibitor al terapiei liposomale combinate asupra productiei unor promotori ai
proceselor de invazie si metastazare

Studii anterioare au raportat o amplificare a capacitatii de invazie a celulelor tumorale ca
urmare a instaldrii rezistentei la actiunea inhibitorilor cdii de semnalizare prin VEGF (Bergers si
Hanahan, 2008). Acest aspect ne-a determinat sa analizam in continuare efectul tratamentelor
noastre asupra mai multor promotori ai capacitatii de invazie si de metastazare In melanom

(figura 13).
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Figura 13: Efectele formelor liposomale ale SIM si DMXAA asupra productiei intratumorale de
promotorilor-cheie ai invaziei si metastazirii. (A), (C) Analiza Western blot care arata efectele diferitelor
tratamente asupra nivelului intratumoral de HIF-1a si respectiv pAP-1 c-Jun. B-actina a fost utilizata ca proteind
control. (B), (D) Productia de HIF-1a si pAP-1 c-Jun in lizate tumorale din grupurile tratate exprimate ca procent
din productia acelorasi factori in grupul control tratat cu LCL. Datele reprezintd media + SD a doud masuratori
independente. A fost efectuat un test ANOVA cu corectie Bonferroni pentru comparatii multiple pentru a analiza
diferentele dintre efectele tratamentelor asupra proteinelor implicate in modularea capacititii de invazie (ns, P>
0.05; *, P <0.05; ***, P < 0,001). (E), (F), (G) - Efectele diferitelor tratamente asupra activitatii metaloproteinazelor
din micromediul tumoral. (E) Zimografie Tn gel din lizate tumorale de la soareci tratati cu diverse terapii SIM si
DMXAA libere sau incapsulate in liposomi. Colorarea albastru Coomassie evidentiaza activitatea gelatinolitica
corespunzitoare formelor active ale MMP-9 si MMP-2. (F), (G) Procentul activititii MMP-9 si MMP-2 in lizate
tumorale de la soareci tratati cu monoterapii liposomale si terapii liposomale combinate de SIM si DMXAA
comparativ cu controlul tratat cu LCL. Datele reprezinta media + SD a doua masuratori independente. A fost
efectuat un test ANOVA cu corectie Dunnett pentru a analiza diferentele dintre efectele diferitelor tratamente asupra
nivelurilor MMP-9 si MMP-2 in comparatie cu grupul de control tratat cu LCL (ns, P> 0,05; *, P <0,05; **, P
<0,01). Control — grup experimental tratat cu LCL; LCL-SIM - grup experimental tratat cu 5 mg / kg SIM ca forma
incapsulata in liposomi; LCL-DMXAA - grup experimental tratat cu 14 mg / kg DMXAA ca forma Incapsulata in
liposomi; LCL-SIM + LCL-DMXAA - grup experimental tratat cu 5 mg / kg SIM si 14 mg / kg DMXAA ca forma
incapsulata in liposomi.
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3.4. Efect modulator al terapiilor singulare si combinate asupra nivelului de exprimare a

doua enzime cu rol-cheie in metabolizarea argininei: iINOS si Arg-1

Rezultatele noastre au indicat faptul ca terapia combinata LCL-SIM + LCL-DMXAA a

indus cea mai puternica reducere a nivelurilor de expresie iNOS (Figura 14 A, P <0,01) si ARG-
1 (Figura 14 B, P <0,001).
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Efectele monoterapiilor si terapiei combinate LCL-SIM si LCL-DMXAA asupra metabolismului argininei
din TME prin intermediul exprimarii arginazei si a sintetazei inductibile a oxidului nitric. (A), (B) Efectele
administrarii liposomale SIM si DMXAA asupra nivelurilor de exprimare ale iNOS si ARG-1. ARNm a fost
cuantificat prin RT-qPCR si rezultatele sunt exprimate ca si “coeficient de modificare” pe baza calcularii CT.
Grupul tratat cu LCL a fost utilizat ca si control. Rezultatele au fost exprimate ca medie + SD a trei masuritori
independente. Control — grup experimental tratat cu LCL; LCL-SIM - grup experimental tratat cu 5 mg / kg SIM ca
forma incapsulatd in liposomi; LCL-DMXAA - grup experimental tratat cu 14 mg / kg DMXAA ca forma
incapsulatd in liposomi; LCL-SIM + LCL-DMXAA - grup experimental tratat cu 5 mg / kg SIM si 14 mg / kg
DMXAA ca forma incapsulata in liposomi (ns, P> 0,05; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).

Capitolul VI: Concluzii

Rezultatele primului studiu au indicat faptul ca diferentele de activitate biologica intre
speciile de Ajuga testate prin intermediul extractelor analizate au fost in concordanta cu variatiile
in continutul de compusi polifenolici din fiecare specie, confirmand ipoteza efectelor
anticanceroase sinergice exercitate de catre combinatii de compusi flavonoidici. O puternica
activitate antiinflamatoare si un efect de ,,sabie cu doua taisuri” asupra parametrilor de stres
oxidativ au fost observate in special Tn cazul extractelor aplicate pe celulele de melanom murin
B16.F10.
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Cel de-al doilea studiu a raportat efecte antiproliferative sinergice ale tratamentului combinat
constand din SIM si DMXAA, care a generat o crestere a productiei de melanina, ceea ce a dus
la un switch antioxidant in micromediul din co-cultura, fiind cauza principald pentru suprimarea
simultana a factorilor de transcriere si a proteinelor implicate in progresia tumorii si

angiogeneza.

Cel de-al treilea studiu a raportat efecte anti-angiogenice si pro-apoptotice puternice, precum si
0 reducere a capacitatii antioxidante enzimatice si non-enzimatice a micromediului tumoral,
sugerand ca aceastd combinatie terapeuticd noud care consta din LCL-SIM si LCL-DMXAA ar
putea fi capabila sa exploateze vulnerabilitatea celulelor tumorale la presiunea pro-oxidanta

declansata Tnainte si in timpul disemindrii metastatice
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