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SCHITA TEZEI

Cuvinte cheie: rezistentd la medicamente, vezicule extracelulare, micromediul tumoral, factor de

inducere al hipoxiei-1 (HIF-1), reprogramare metabolicd, nanosisteme de tintire activa

Actuala teza a constat In 5 capitole care sunt prezentate pe scurt mai jos.

Capitolul 1 a oferit o privire de ansamblu asupra semnelor distinctive ale cancerului, implicarea
unor factori cheie care moduleaza dezvoltarea tumorii, subliniind rolul macrofagelor asociate
tumorii si al veziculelor extracelulare ca instrumente esentiale de comunicare intercelulara in
micromediul tumoral care promoveaza si sprijind toate procesele protumorale. Mai mult, a fost
subliniat rolul factorului de transcriptie, factor de inducere al hipoxiei-1 (HIF-1) in dezvoltarea si
agresivitatea tumorii, ca principal regulator al reprogramarii metabolice tumorale si dobandirea
rezistentei la medicamente 1n celulele canceroase. De remarcat, a fost oferitd, de asemenea, o
privire de ansamblu asupra actiunilor de reglare in normoxie ale HIF-1 in celulele canceroase, care
au expresia constitutiva a acestei proteine. In stransi legituri cu dezvoltarea rezistentei la
medicamente in celulele canceroase, aceasta teza a prezentat si strategii de tratament care vizeaza
depdsirea rezistentei tumorale, integrandu-le cu descoperirile stiintifice de baza. Astfel, primele
doua capitole experimentale (Capitolul 2 si 3) au descris modul in care celulele de melanom murin
B16.F10 (cultivate in modele 2D si 3D) s-ar putea adapta la actiunile antitumorale ale diferitelor
medicamente (Simvastatind (SIM) si Doxorubicind (DOX)), conducand la dezvoltarea ulterioara
a tolerantei la medicament prin modularea metabolismului TME-coordonat al tumorii. Pe baza
acestor constatari, Capitolul 4 a investigat eficacitatea antitumorald a administrarii combinate a
SIM si DOX prin nanoformuldri care au capacitatea de a viza in mod activ atat TAM-urile (ca tip
principal de celule cu functii protumorale in TME) cét si celulele de melanom in vivo. Bazandu-
ne pe succesul nanopurtdtorilor lipozomali functionalizati cu IL-13 pentru a viza in mod specific
TAM-urile, a doua parte a capitolului 4 a evaluat dacd aceastd abordare terapeutica bazatd pe
lipozomi conjugati cu IL-13 ar putea fi extinsa la transportarea unui medicament antiinflamator,
prednisolon fosfat (PLP), pentru a tinti angiogeneza inflamatorie indusd de macrofagele asociate

tumorii si de a reduce agresivitatea tumorala.



Ultimul capitol, Capitolul 5 a oferit un rezumat al principalelor constatéri legate de mecanismele
de rezistenta la medicamente si strategiile terapeutice concepute pentru a contracara aceste procese
in celulele de melanom, cu accent deosebit pe eficacitatea tratamentului. Cercetdrile viitoare ar
trebui sa acorde prioritate validarii acestor constatari 1n modele biologice mai complexe, inclusiv
studii care utilizeazad linii celulare umane sau celule derivate de la pacienti, pentru a permite
extrapolarea rezultatelor noastre de la modelul murin la om si pentru a optimiza in continuare

caracteristicile acestor sistemelor de administrare a medicamentelor.

Progresia logica prezentatd in aceastd teza, incepand cu explorarea mecanismelor de rezistentd la
medicamente, pana la dezvoltarea de terapii tintite pentru a depdsi aceste mecanisme, asigura ca
fiecare capitol se conecteaza la cel precedent si creeazd o contributie stiintificd semnificativa in

cercetarea cancerului.

CAPITOLUL 1. Introducere

1.1 Mecanisme moleculare implicate in semnele distinctive ale cancerului

Cancerul este un grup de boli caracterizate in primul rand prin diviziunea celulard necontrolata,
rezistenta la stimulii apoptotici si capacitatea de a se raspandi in organism. In celulele sanatoase,
toate aceste procese sunt sub control strict. Calatoria catre intelegerea complexititii cancerului a
inceput in 2000, cand cercetatorii Douglas Hanahan si Robert Weinberg au identificat si propus
un set de sase trasaturi/caracteristici esentiale si comune ale acestor tumori cunoscute sub numele
de Semnele distinctive ale cancerului, dobandite in timpul progresiei tumorilor (Hanahan &
Weinberg, 2000). Acest cadru a jucat un rol esential in intelegerea biologiei complexe a cancerului
si a fost esential in ghidarea cercetarii si a strategiilor terapeutice. De-a lungul anilor, conceptul de
semne distinctive ale cancerului a evoluat pentru a include noi trasaturi si procese, reflectand
natura dinamica a cancerului si implicatiile sale pentru dezvoltarea terapiei (Hanahan, 2022;

Hanahan & Weinberg, 2011).

1.2 Micromediul tumoral (TME)

Micromediul tumoral (TME) este o zona extrem de eterogena de tumori, constand din celule non-
maligne, cum ar fi fibroblaste asociate cancerului (CAF), macrofage asociate tumorilor (TAM),

adipocite, celule endoteliale tumorale (TEC), trombocite educate tumoral (TEP), celule dendritice



(DC), celule T killer, limfocite T si celule stromale mezenchimale (MSC) (Figura 2) (Hanahan
& Coussens, 2012). Fiecare dintre aceste tipuri de celule contribuie la progresia neoplazice
(Fridman et al., 2017; Hanahan & Coussens, 2012; Jayatilaka & Phillip, 2019; Okamoto et al.,
2019).

1.3  FEactorul de inducere al hipoxiei - 1 (HIF-1) ca modulator cheie al dezvoltirii tumorii

in hipoxie, precum si in normoxie

1.2.1 Efecte induse de HIF-1 asupra dezvoltirii tumorii in hipoxie
In tumori, TME este adesea lipsitd de oxigen din cauza vaselor de singe anormale si a activitatii
crescute a celulelor tumorale. HIF-1a joacd un rol central in a ajuta celulele tumorale sa se adapteze
la hipoxie prin reglarea directd a VEGF, TGF-f, IL-10 si PD-L1, intarind capacitatea tumorii de a
suprima raspunsul imun (Logtenberg si colab., 2020; X. Meng si colab., 2018). De asemenea,
promoveaza evadarea imund prin cresterea expresiei punctului de control imun, inducerea

apoptozei celulelor T citotoxice si blocarea fagocitozei (Logtenberg si colab., 2020; Shen si colab.,

2022).

1.2.2 Efecte induse de HIF-1 asupra dezvoltirii tumorii in normoxie
Celulele canceroase prezinta mai multe adaptari in conditii de normoxie pentru a-si sustine
cresterea si supravietuirea necontrolatd, asa cum s-a demonstrat in celulele canceroase de san
umane (Li et al., 2018). In timp ce hipoxia a fost studiata pe larg in biologia cancerului, dovezile
emergente sugereaza ca apar schimbari moleculare semnificative chiar si in conditii de normoxie
(J. Zhang si colab., 2025). Rolul HIF-1 in metastaza cancerului in conditii de normoxie aratd cd nu
este limitat la conditiile cu oxigen scazut. Este critic in toate etapele metastazei cancerului, inclusiv

migrarea locala, remodelarea matricei extracelulare si EMT (Araos si colab., 2018).

1.4 Reprogramarea metabolismului este un semn distinctiv al cancerului

Celulele canceroase se bazeaza pe cdile metabolice modificate pentru a-si sustine cresterea rapida,
supravietuirea si rezistenta la tratament. O adaptare cheie este preferinta lor pentru glicoliza fata
de fosforilarea oxidativa, chiar si in prezenta oxigenului - un fenomen cunoscut sub numele de

efectul Warburg. Aceastd schimbare duce la cresterea productiei de lactat, care alimenteaza



proliferarea tumorii. in plus, celulele canceroase dezvolti o dependentd puternica de glutamina
pentru a sustine ciclul TCA, facandu-l o tintd terapeuticd importantd. Supraexprimarea
transportatorilor de glucoza precum GLUTI Tmbunatiteste si mai mult absorbtia de glucoza,
sustindnd metabolismul cancerului. Caile oncogene precum PI3K/Akt si c-Myc regleaza aceste
adaptdri metabolice, oferind tumorilor un avantaj de supravietuire (Rohrig & Schulze, 2016;

Tsouko si colab., 2014; Yu, 2011; S. Zhang si colab., 2024)

1.5 Strategii de dobandire a rezistentei la medicamente

Rezistenta cancerului la diferite tratamente este rezultatul unei interactiuni foarte complexe intre
factorii intrinseci (inndscuti) si extrinseci (dobanditi) ai celulei canceroase. Mutatiile genetice
preexistente, eterogenitatea tumorii si activarea cdilor de apdrare intracelulard sunt exemple de
factori intrinseci care confera rezistenta prin activarea diferitelor cdi oncogene, schimbarea tintelor
medicamentoase, desensibilizarea la terapii, imbunatatirea mecanismelor de reparare a ADN-ului
si activarea cdilor de supravietuire, care, la randul lor, permit celulelor canceroase sa-si
imbunatéteascd rezistenta la efectele citotoxice ale tratamentelor (Dzobo et al., 2018). Factorii
extrinseci, pe de altd parte, constau in cea mai mare parte din componente TME care contribuie
activ la capacitatea celulelor canceroase de a evita efectele citotoxice ale diferitelor tratamente

anticancer (Labrie et al., 2022).

1.6 Strategii de depasire a rezistentei la medicamente

Toleranta pe care cancerul si celulele TME o dezvolta la terapii nu numai cd limiteaza eficacitatea
terapiilor actuale, dar evidentiaza nevoia de strategii avansate pentru a depdsi rezistenta si a
imbunatati prognosticul (Kurt Yilmaz & Schiffer, 2021). Impreuna, aceste progrese ofera noi
modalitati de a trata cancerul si de a gestiona rezistenta (L. Meng si colab., 2024; Sadida si colab.,
2024). Tratamentele vizate sunt destinate sa vizeze selectiv moleculele sau caile care sunt anormal
de active in celulele canceroase, spre deosebire de chimioterapia standard, care dauneaza atat
celulelor maligne, cat si celulelor sandtoase. Unul dintre principalele avantaje ale terapiei tintite
este ca poate aborda rezistenta la medicamente (Garg si colab., 2024). Terapiile tintite pentru

cancer includ mai multe clase de inhibitori care perturba procesele celulare cheie.
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Scopul si obiectivele tezei

Scopul general

Aceastd tezd a propus sa investigheze mecanismele care stau la baza rezistentei timpurii induse de
medicamente in celulele de melanom, pentru a dezvolta in continuare strategii terapeutice eficiente

pentru tratamentul melanomului.

Obiectivele generale

1. Evaluarea mecanismelor prin care celulele de melanom murin B16.F10 (cultivate in modele 2D
si 3D) ar putea dezvolta tolerantd la actiunile antitumorale ale diferitelor medicamente
(Simvastatina (SIM) si Doxorubicind (DOX)).

Astfel, Capitolul 2 si-a propus sd exploreze modul in care inhibarea nivelului de constitutiv al
factorului de inducere al hipoxiei-1 (HIF-1) de catre SIM afecteazd metabolismul celulelor
canceroase de melanom murin B16.F10 crescute in culturd 2D, in timp ce Capitolul 3 s-a
concentrat pe identificarea mecanismelor legate de inducerea timpurie a rezistentei la DOX, in
aceleasi celule canceroase dar crescute sub formd de sferoizi, dupad expunerea acestora la o

concentratie subinhibitorie (IC30) a medicamentului citotoxic.

2. Dezvoltarea de terapii de tintire activa bazate pe nanoformuldri cu activitate antitumorald
imbunatatitd si potential de prevenire a dezvoltarii rezistentei la medicamente n tumori din celule
de melanom B16.F10.

Astfel, capitolul 4.1 si-a propus sd dezvolte o terapie tintitd imbunatatitd pentru melanom prin
optimizarea si evaluarea eficacitdtii unei administrari secventiale de nanoformulari bazate pe
lipozomi cu timp prelungit in circulatie conjugati cu IL-13 care contin SIM (IL-13-LCL-SIM)
pentru a tinti macrofagele asociate tumorilor si vezicule extracelulare stabilizate cu PEG, incarcate
cu DOX (PEG-EV-DOX) pentru a viza celulele de melanom. Capitolul 4.2 s-a concentrat pe
dezvoltarea lipozomilor cu timp prelungit in circulatie conjugati cu IL-13 care contin prednisolon
fosfat (IL-13-LCL-PLP) pentru a imbunatati specificitatea medicamentului pentru angiogeneza si
inflamatia mediatda de macrofagele asociate tumorii, reducand in cele din urma agresivitatea

melanomului murin B16.F10.
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CAPITOLUL 2
In Normoxie, Simvastatina Modifica Metabolismul Lipidic al Celulelor de Melanom

B16.F10 pentru a le sustine agresivitatea

Studiile noastre anterioare au demonstrat o legatura stransa intre inhibarea proliferarii celulelor de
melanom murin B16.F10-dependenta de SIM in vivo si in vitro si suprimarea puternica a
subunitatii o a factorului de inducere al hipoxiei-1 (HIF-1a) in aceste celule canceroase agresive.
Acest studiu investigheaza impactul SIM asupra reprogramarii metabolice a celulelor de melanom
murin B16.F10 in conditii de normoxie. Studiile anterioare au aratat ca SIM inhiba expresia
factorului de inducere al hipoxiei-1 subunitatea o (HIF-1a), un regulator cheie al metabolismului
cancerului, chiar si in normoxie. Bazandu-ne pe aceste descoperiri, ne-am propus sa exploram
mecanismele moleculare prin care SIM moduleazda metabolismul celulelor de melanom,
concentrandu-ne in special pe metabolismul lipidelor si cel energetic. Pentru a realiza acest lucru,
a fost efectuata analiza de secventiere a ARN pentru a examina modificarile expresiei genelor in
metabolism sub actiunea SIM. Analiza Western blot a fost utilizata pentru a evalua nivelurile de
exprimare proteica a unor regulatori metabolici cheie, inclusiv HIF-1a, transportorul de glucoza 1
(GLUT1), acid-gras sintetaza (FASN), stearil-CoA desaturaza 1 (SCD1) si acil-CoA oxidaza
(ACOX3), in timp ce testele enzimatice au determinat activitatile catalitice ale unor enzime cheie
precum fosfofructokinaza (PFK) si lactat dehidrogenaza (LDH). Rezultatele noastre au aratat ca
tratamentul cu SIM a modulat Th mod semnificativ exprimarea genelor implicate in biosinteza
colesterolului si metabolismul acizilor grasi, inducand o schimbare catre productia accelerata de
acizi grasi nesaturati si de izoprenoizi. Mai mult, administrarea SIM a condus la o reducere a
glicolizei, asa cum este evidentiatd de scdderea activitatilor catalitice ale PFK si LDH,
redirectionand celulele de melanom catre metabolismul lipidic. Am investigat, de asemenea,
efectul SIM asupra cdii de sinteza a mevalonatului, observand ca SIM a redus expresia genelor
care codifica Proteina de legare a elementelor de reglare a sterolului (SREBPs) si forkhead box
M1 (FOXM1), regulatori cheie ai biosintezei colesterolului. Tn schimb, mai multe gene care
codifica enzime ale cdii mevalonatului au fost reglate pozitiv, excluzand HMG-CR, enzima
reglatoare. Aceasta trecere catre o biosintezd imbunatatitda a lipidelor poate contribui la
supravietuirea celulelor de melanom si la potentialul metastatic, sustinand ideea cd tratamentul cu

SIM promoveaza productia de molecule de semnalizare derivate din lipide, cum ar fi izoprenozii
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si prostaglandinele, in micromediul normoxic al celulelor tumorale. Pe scurt, SIM a reprogramat
metabolismul celulelor de melanom prin inhibarea glicolizei si promovarea metabolismului lipidic,
in special acizii grasi nesaturati si izoprenoizilor. Aceste schimbari au sporit probabil
supravietuirea si agresivitatea celulelor de melanom. Tintirea biosintezei lipidelor, a turnover-ului
prostaglandinelor si metabolismul glutaminei ar putua modifica flexibilitatea metabolica a
celulelor de melanom, oferind o potentiala strategie pentru a depasi mecanismele adaptative din

normoxie conduse de HIF-1a si pentru a imbunatati rezultatele tratamentului.

CAPITOLUL 3
Explorarea mecanismelor de rezistenta dobandita timpurie la doxorubicina

Tn model 3D de melanom

Chimiorezistenta continud sd ramana o barierd semnificativa in tratamentul eficient al diferitelor
tipuri de cancer, inclusiv melanomul. Studiile anterioare, inclusiv ale noastre, au demonstrat
eficacitatea limitata a doxorubicinei (DOX) impotriva celulelor de melanom si a tumorilor, atat in
vitro, cat si in vivo, in principal datoritd chimiorezistentei dobandite. Acest studiu exploreaza
raspunsurile adaptive timpurii in sferoizii melanomului B16.F10 dupa doua expuneri sub-
inhibitoare DOX (<IC30), concentrandu-se pe mecanismele de chimiorezistentd in reglarea
ciclului celular, repararea ADN-ului, apoptoza, angiogeneza si invazivitate. Sferoizii de melanom
au fost cultivati In placi de atasare ultra-scazuta si tratati cu DOX in doua faze de 48 de ore separate
de perioade de recuperare de 48 de ore, urmate de evaluari ale viabilitatii, morfologiei, expresiei
genei/proteinei si activitatii enzimatice folosind ARN-seq, RT-qPCR, Western blot si respectiv
gelatinaza. Analiza functionald a confirmat reglarea in jos a cailor ciclului celular, suprimarea
raspunsului la stres si cdile de supravietuire (de exemplu, TNFA_SIGNALING VIA NFKB si
MTORC!1 SIGNALING). in ciuda datelor ARNm care arati oprirea ciclului celular (CDK reglat
in jos, Ticrr, Cdc20) si deteriorarea majora a ADN-ului si repararea afectata (BRIP1, BARDI,
Rad51, Rmi2 reglata in jos), dupa prima expunere la DOX, celulele probabil au ocolit punctele de
control ale ciclului celular prin favorizarea transcrierii si translatiei proteinelor legate de
supravietuire (7nfrsf19, clAP-2) si angiogeneza (VEGF, eotaxin-1) cét si a transcrierii unor gene
legate de adeziunea celulara (membrii familiei Pcdh beta) si remodelarea matricei extracelulare

(Ecml, Jam?2), sugerand mecanisme de adaptare timpurie la DOX. Odata cu o a doua expunere la
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DOX, sferoizii au prezentat chimiorezistentd mai puternicd, evidentiatd de angiogeneza
imbunatatitd (Aqpl, VEGF si Ackr3 suprareglate), invazie crescuta (MMP-2, MMP-9) si o crestere
cu 40% a nivelului de exprimare proteica a pNF-kB, intdrind toleranta la DOX si agresivitatea.
Acest studiu oferd informatii valoroase asupra factorilor moleculari ai chimiorezistentei,
dezvaluind ca rezistenta timpurie la DOX in melanom provine din mecanismele adaptive care
sporesc supravietuirea, angiogeneza si invazivitatea. Expunerea repetata la DOX intareste aceste

trasaturi, sustinand toleranta la medicamente.

CAPITOLUL 4. Depasirea rezistentei induse de medicamente prin abordari terapeutice cu

tintire activa

Sectiunea 4.1. Nanoformulirile active care vizeaza tumorile si care contin simvastatina si

doxorubicina inhiba cresterea melanomului si angiogeneza

Agresivitatea melanomului primar este determinata de selectia si cresterea rapida a clonelor
celulare rezistente la tratamentele conventionale, rezultand metastaze si recidive. Existd o nevoie
urgentd de a dezvolta strategii selective si specifice de livrare a medicamentelor pentru modularea
interactiunii dintre celulele canceroase si celulele imune In micromediul tumoral. Acest studiu
propune o noua terapie combinatd constdnd in administrarea secventiala de SIM incorporata in
lipozomii cu timp lung in circulatie functionalizati cu IL-13 (IL-13-LCL-SIM) si DOX incapsulata
in vezicule extracelulare acoperite cu PEG (PEG-EV-DOX) pentru a tinti selectiv atat macrofagele
asociate tumorilor, cit si celulele de melanom. In acest scop, IL-13 a fost conjugat la LCL-SIM
care au fost obtinuti prin metoda de hidratare a filmului lipidic. EV-urile imbogatite din celulele
de melanom au fost incarcate pasiv cu DOX. Ulterior, agentii terapeutici au fost administrati i.v la
soareci purtdtori de melanom B16.F10, iar dimensiunea tumorii a fost monitorizatd in timpul
tratamentului. Mecanismele moleculare ale activitatii antitumorale au fost investigate folosind
array de proteine angiogenice si inflamatorii si analiza Western blot a markerilor de invazie (HIF-
1) si apoptoza (Bcl-xL si Bax). Cuantificarea markerului de stres oxidativ malondialdehidei (MDA)
a fost determinatd prin HPLC. Colorarea imunohistochimicd a markerilor angiogenici CD31 si
VEGEF si a markerului panmacrofag F4/80 a fost efectuatd pentru a valida descoperirile noastre.

Datele in vitro au aratat cd LCL functionalizat cu IL-13 au fost preluati in mod preferential de
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macrofagele asociate tumorii si au indicat cd administrarea secventiald a IL-13-LCL-SIM si PEG-
EV-DOX a avut cel mai puternic efect antiproliferativ asupra celulelor tumorale co-cultivate cu
macrofagele asociate tumorii (TAMs). In consecinti, a fost raportata in vivo o inhibare puternici a
cresterii tumorii in grupul tratat cu terapia combinatd secventiala. Datele noastre au sugerat ca
actiunea antitumorald a tratamentului combinat a fost exercitata prin inhibarea puternicd a mai
multor factori pro-angiogenici (VEGF, bFGF si CD31) si prin favorizarea translatiei proteinei pro-
apoptotice Bax indusa de stresul oxidativ. Aceastd strategie noud de livrare a medicamentelor
bazata pe directionarea activd combinata atat a celulelor canceroase, cat si a celulelor imune a fost
capabild sd induca un efect antitumoral puternic prin intreruperea interactiunilor reciproce dintre

TAMs si celulele de melanom.

Sectiunea 4.2. Tintirea macrofagelor M2 cu prednisolon lipozomal functionalizati cu IL-13

inhiba angiogeneza melanomului in vivo

Cooperarea complexa dintre celulele canceroase si celulele stromale netumorale din micromediul
melanomului (MME) permite progresia tumorii $i metastaza. Am demonstrat anterior ca
interactiunea dintre macrofagele asociate tumorii (TAMs) si celulele de melanom poate fi
perturbatd prin utilizarea lipozomilor cu timp prelungit in circulatie (LCL) care incapsuleaza
prednisolon fosfat (PLP) (LCL-PLP) si care inhibd angiogeneza tumorala coordonati de TAMs. In
studiul de fata, scopul nostru a fost sa imbunatatim specificitatea LCL pentru macrofagele
protumorale (macrofage asemanatoare M2 (adica, TAMs)) si sa inducem o acumulare mai precisa
la locul tumorii prin incércarea PLP in lipozomi conjugati cu IL-13 (IL-13-LCL-PLP), deoarece
receptorul IL-13 este supraexprimat in acest tip de macrofage. Formularea lipozomala IL-13-LCL-
PLP a fost obtinuta prin atasarea covalenta a IL-13 tiolat la LCL-PLP functionalizat cu maleimida.
Soarecii C57BL/6 purtind tumori de melanom B16.F10 s.c au fost utilizati pentru a investiga
actiunea antitumorald a LCL-PLP si IL-13-LCL-PLP. Rezultatele noastre au aratat cd formularea
IL-13-LCL-PLP a ramas stabild in fluidele biologice dupa 24 de ore si a fost preluatd de preferinta
de macrofagele polarizate M2. IL-13-LCL-PLP a indus inhibarea puternica a cresterii tumorii in
comparatie cu LCL-PLP nefunctionalizat la aceeasi doza, prin modificarea angiogenezei mediate

de TAMs si a stresului oxidativ, limitand rezistenta la apoptoza si caracteristicile invazive in MME.
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Aceste descoperiri sugereaza ca IL-13-LCL-PLP ar putea deveni o platforma promitdtoare de

livrare a agentilor chimioterapeutici in melanom.

CAPITOLUL 5

Concluzii generale

Capitolul 2 Datele noastre au aratat cd celulele de melanom murin B16.F10 s-au adaptat la
tratamentul cu SIM prin realizarea unor modificari metabolice semnificative, si anume au favorizat
metabolismul lipidic. Acest lucru a dus la acumularea de acizi grasi nesaturati si cel mai probabil,
la sinteza de izoprenoizi si prostaglandine, sustinand supravietuirea si agresivitatea celulelor de
melanom.

Capitolul 3 Studiul a aratat ca rezistenta timpurie la DOX a celulelor de melanom B16.F10
crescute sub forma tridimensionala de sferoizi a fost indusa de mecanisme de adaptare care au
promovat supravietuirea celulelor, angiogeneza si cresterea gradului de invazie. Aceste rezultate
au evidentiat importanta identificarii si tintirii biomarkerilor timpurii de rezistentd la medicamente
pentru a depasi rezistenta la terapie in melanom.

Capitolul 4.1 Noua terapie secventiala de fintire activa dezvoltata in acest studiu a vizat in mod
eficient micromediul de melanom murin B16.F10, ducand la suprimarea aproape totala a cresterii
tumorale, in principal datorita efectului anti-angiogenic al acestei terapii. Lipozomii cu SIM
functionalizati cu IL-13 au vizat Tn mod specific functiile pro-angiogenice ale macrofagelor
asociate tumorii si a sensibilizat celulele de melanom la citotoxicitatea indusa de PEG-EV-DOX.
Capitolul 4.2 Efectul terapeutic al IL-13-LCL-PLP a rezultat din capacitatea lor de a modifica
angiogeneza inflamatorie mediata de macrofagelor asociate tumorii, reducand rolurile de protectie

a tumorii care duc in mod normal la rezistenta la terapii.

Noutatea studiilor

Capitolul 2 aduce o noutate prin examinarea efectelor inhibarii exprimarii constitutive ale
factorului HIF-1a de cétre SIM asupra metabolismului celulelor de melanom B16.F10 in conditii
de normoxie, un aspect mai putin inteles in comparatie cu efectele bine studiate in hipoxie. Date
noastre aratd cd celulele de melanom s-au adaptat la acest tratament prin favorizarea

metabolismului lipidic care sustine agresivitatea celelor canceroase.
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Capitolul 3 ofera noi informatii asupra rezistentei la DOX in stadiu incipient in celulele de
melanom B16.F10 crescute ca model 3D care mimeaza heterogenitatea micromediului tumoral,
permitand evidentierea unor biomarkeri ai rezistentei legati de procese protumorale precum
angiogeneza, invazia si apoptoza inhibatd, o abordare neexplorata anterior.

Noutatea capitolului 4 constd in dezvoltarea de strategii terapeutice tintite care reduc agresivitatea
melanomului si mecanismele de rezistenta asociate, prin tintirea simultand a celulelor canceroase
si a proceselor protumorale mediate de macrofagelor asociate tumorii In cadrul micromediului

tumoral.

Perspective de viitor

Capitolul 2 Pentru a evalua relevanta clinicd a rezultatelor, validarea ulterioara in sisteme mai
complexe, cum ar fi sferoizii, organoizii cu linii celulare umane ar contribui Ia
confirmarea/extrapolarea rezultatelor noastre de la modelul murin la om. Mai mult, datele noastre
evidentiazd posibile tinte metabolice in celulele de melanom murin care ar putea fi exploatate
terapeutic, deschizand cai pentru strategii noi de tratament.

Capitolul 3 Studiile viitoare ar trebui sd exploreze efectele DOX asupra acestui model 3D si in
combinatie cu alte tipuri de celule netumorale din micromediul tumoral pentru a intelege mai bine
interconexiunea celulard in contextul chimiorezistentei. Identificarea biomarkerilor in celulele
derivate de la pacienti ar putea ajuta la dezvoltarea strategiilor de depasire a rezistentei la DOX
prin crearea de terapii personalizate cu rezultate imbunatétite.

Capitolul 4.1 Studiile viitoare ar putea optimiza terapia combinata prezentata pentru a reprograma
macrofagele asociate tumorii de la fenotipul M2 protumoral la unul M1 antitumoral, favorizand
raspunsurile imune antitumorale. Combinarea acestei abordari cu inhibitori ai punctelor de control
imun ar putea imbunatati rezultatele terapeutice in melanom si alte tipuri de cancer agresiv.
Capitolul 4.2 Pentru a favoriza efectul terapeutic, studiile viitoare ar trebui sa exploreze

administrarea simultana a terapiei propuse in acest studiu cu alte strategii terapeutice.

In concluzie, aceastd tezd de doctorat oferd perspective valoroase asupra mecanismelor de
rezistentd la medicamentele antitumorale investigate si prezintd noi strategii terapeutice

promitatoare pentru viitoare aplicatii clinice.
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