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Lista cu abrevieri si simboluri

AH = acid hialuronic
Chi = chitosan
CPD = celule din pulpa dentara
FACS = flourescence activated cell sorting
(sortarea activatd prin fluorescenta celulelor, tehnica de citometrie in flux)
FITC = fluorescein isothiocyanate (izotiocianat de fluoresceina)
FON = fibroblaste orale normale
KON = keratinocite orale normale
MAO = mucoasa artificiala orala
MIF = microscop cu imunofluorescenta
NP = nanoparticule
NP Chi = nanoparticule de chitosan
NP PLGA = nanoparticule de plga
NP PLGAChi = nanoparticule de plga acoperite cu chitosan
OSCC = oral squamous cell carcinoma (carcinom scuamos oral)
PLGA =acid poli-lacto-co-glicolic
QML= Queen Mary University of London
SMF = sistemul mononuclear fagocitar

SSTF = solutie salina tamponata cu fosfat
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Introducere

Tn ultimii ani s-au dezvoltat foarte multe aplicatii biomedicale ce includ
nanoparticule, datoritd capacitifii acestora de a transporta medicamente catre diferite
regiuni din organism. Nanoparticulele polimerice incep sa fie experimentate si pentru
aplicatii ce vizeazd cavitatea orald. Cu toate acestea, interactiunile nanoparticulelor cu
celulele dentare sunt insuficient cunoscute.

Am ales aceastd tema datoritd importantei tot mai mari a nanotehnologiei in
medicina si cred Tn necesitatea aprofundarii studiilor referitoare la efectele nanoparticulelor
asupra tesuturilor umane. Spre exemplu, efectul nanoparticulelor polimerice la nivelul
celulelor dentare sau asupra celulelor din mucoasa orala este incomplet cunoscut. Succesul
utilizarii nanoparticulelor in terapia cancerului ar ajuta in viitor la salvarea multor vieti iar
posibilele aplicatii in medicina dentara ar putea imbunatati practica medicald dentara.

Studiul a fost posibil ca urmare a colaborarii Catedrei de Biochimie Dentara a
U.M.F. " Carol Davila" cu Universitatea din Louisiana (S.U.A.), Universitatea din Bergen
(Norvegia) si Universitatea Queen Mary din Londra.

Noutatea acestei teze o reprezintd faptul cd este primul studiu care abordeaza
problema interactiunii nanoparticulelor polimerice din acid poli-lacto-co-glicolic si a
nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan cu celulele din
cavitatea orala. De asemenea este primul studiu care testeaza nanoparticulele polimerice pe
tesuturi artificiale de mucoasa orala si primul studiu din Romania in care sunt cultivate
tesuturi artificiale de mucoasa orala.

Mai mult, unul dintre rezultatele foarte importante obtinute in cadrul
experimentelor o reprezinta datele referitoare la selectivitatea nanoparticulelor acoperite de
chitosan fata de celulele stem ale cancerului oral. Rezultatele promitatoare deschid calea
unei noi directii de cercetare in tratamentul cancerului oral. Datele obtinute in cele 9 studii
ale tezei de doctorat au fost publicate in articole ISI si BDI (prezentate in lista de
publicatii), iar anul trecut am obtinut Premiul Tanarului Cercetator la Sectiunea Medicina
Dentara (din cadrul Congresului U.M.F. " Carol Davila" 2016) pentru cercetarile privind
captarea selectiva a nanoparticulelor acoperite de chitosan de catre celulele stem ale

cancerului oral.



I. Partea generala (Stadiul actual al cunoasterii)

Capitolul 1. Nanoparticule polimerice

1.1. Nanoparticule (Generalitati)

Nanoparticulele (NP) sunt dispersii de particule sau particule solide care au
dimensiuni intre 10 si 1000 nm (Mohanraj V.J., 2006). In literatura de specialitate se
intalnesc mai multe clasificari ale NP, cum ar fi de exemplu, impartirca NP 1n doua mari
grupe: NP organice si NP anorganice (Andre M., 2016). Diferite substante pot fi
incorporate, dizolvate, incapsulate sau atasate matricei NP: proteine, polizaharide, polimeri
sintetici (Mohanraj V.J., 2006) sau variate biomolecule sau compusi activi.

1.2. Nanoparticule polimerice (Generalitati)

NP polimerice sunt privite ca prima optiune pentru a fi folosite in sisteme de
eliberare controlatd datoritd numeroaselor avantaje pe care le au: 1) substantele
transportate de NP au un clearance aparent scazut, timp de circulatie si de Tnjumatatire
crescut 2) NP polimerice sunt o optiune favorabila pentru administrarea orald a
substantelor cu o biodisponibilitate scazutd 3) NP polimerice pot fi modificate la suprafata

pentru a permite fintirea anumitor regiuni din organism (Li B., 2017).

Capitolul 2. Nanoparticule din acid poli-lacto-co-glicolic

2.1. Acid poli-lacto-co-glicolic

Acidul poli-lacto-co-glicolic (PLGA) este unul dintre putinii polimeri aprobati de
catre Agentia Americand de Reglementare a Medicamentelor pentru aplicatii clinice
datorita faptului ca este biodegradabil si biocompatibil (Chaubal M., 2002; Astete C.E,
2006; Li B., 2017; Kumari A., 2010). PLGA este sintetizat prin copolimerizarea acidului
glicolic cu acidul lactic (Das S., 2016). In organismul uman acidul lactic si glicolic intra in
ciclul Krebs, rezultand dioxid de carbon si apa (Kumari A., 2010).

2.2. Nanoparticule din acid poli-lacto-co-glicolic (Metode de sinteza)

Metodele de sinteza ale NP PLGA sunt foarte diverse. NP PLGA s-au fabricat Tn
special prin urmatoarele tehnici: (1) metoda emulsificarii difuziilor, (2) metoda evaporarii
solventilor , (3) metoda nanoprecipitarii (Kumari A., 2010).
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2.3. Nanoparticule din acid poli-lacto-co-glicolic (Utilizari)

NP PLGA au fost utilizate pentru a produce nanomedicamente, nanovaccinuri,
sisteme de transport ale genelor, al factorilor de crestere sau al nanoantigenelor (Kumari
A., 2010). Interesant este faptul ca pana acum PLGA este cel mai utilizat polimer sintetic
in elaborarea de NP incarcate cu medicamente anticancer (Biondi M., 2008; Li B., 2017).
Numeroase substante anticanceroase au fost incorporate cu succes in NP PLGA: paclitaxel,
doxorubicina, 5-fluorouracil, cisplatind, dexametazona (Kumari A., 2010). Totusi,
proprietatile hidrofile scazute ale PLGA limiteaza utilizarile sale medicale, in special

asocierile sale cu medicamente hidrofile (Wang Y., 2016).

Capitolul 3. Nanoparticule din chitosan

3.1. Chitosan

Chitosanul (Chi) este un polizaharid natural biodegradabil si biocompatibil. Acesta
se extrage din chitind, un biopolimer marin, izolat din crustacee, al doilea cel mai
abundent polimer din natura (Babu A., 2017). Chi este intens studiat in transportul de
medicamente si gene, in ingineria tisulara, vindecarea ranilor, precum si pentru efectele
sale antimicrobiene (Senel S., 2004; Riva R., 2011; Li B., 2017).

3.2. Nanoparticule din chitosan (Metode de sinteza)

In literatura au fost mentionate mai multe metode pentru prepararea NP Chi. Unele
dintre cele mai frecvente tehnici sunt : (1) gelificarea ionotropica (2) tehnica complexurilor
polielectrolitice (3) tehnica microemulsiilor (Kumari A., 2010).

3..3. Nanoparticule din chitosan (Utilizari)

NP din PLGA Chi ce incorporau lovastatind si tetraciclind au dus la regenerare
osoasd 1n defectele parodontale la caini (Lee B.S., 2016). Mai mult,s-au produs si sealeri
endodontici care incorporeaza NP Chi (DaSilva L., 2013; del Carpio-Perochena A., 2015a;
Virlan M.J.R., 2016). Un grup de cercetdtori a folosit nanocomplexe de Chi fosforilat i
fosfat de calciu amorf pentru remineraliziri dentare (Zhang X.., 2014). Tn 2015 au fost
confectionate implanturi de titaniu acoperite cu NP Chi Incarcate cu factori de crestere
(Poth N., 2015; Virlan M.J.R., 2016). Aceste implanturi functionalizate cu NP Chi au
indus regenerare osoasa la animale (Poth N., 2015; Virlan M.J.R., 2016).


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2017.00051/full#B11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Babu%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28346381
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2017.00051/full#B91
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2017.00051/full#B86

I1. Contributii personale

Capitolul 4.1. Ipoteza de lucru

Prin folosirea NP incarcate cu medicamente se¢ reuseste cresterea eficientei
terapeutice a agentilor farmacologic activ si se reduce intensitatea si incidenta efectelor
secundare asociate administrarii medicamentelor pe cale generala (Kiessling F., 2014;
Duncan R., 2011; Rizzo L.Y., 2013; Mohanraj V.J., 2006; Baetke S.C., 2015). Cele mai
utilizate NP polimerice studiate in biomedicina sunt NP obtinute din PLGA (Mittal G.,
2007; Algahtani S., 2015). Dar, sarcina negativdi a NP PLGA scade interactiunile NP cu
membranele celulare incarcate tot negativ, iar opsonizarea rapida a NP PLGA hidofobe
duce la indepartarea lor rapida din circulatie (Virlan M.J.R., 2017; Kumar M.R., 2004;
Dyawanapelly S., 2016; Sah H., 2013). Pentru a imbunatati proprietatile NP PLGA, NP au
fost acoperit cu un invelis de Chi. Chi contine mai multe grupuri amino si hidroxil si
poate sa se lege in mod eficient la substratele incarcate negativ (cum ar fi membranele
celulare) prin interactiuni electrostatice sau legaturi de hidrogen, imbunatatind astfel
inglobarea intracelulara a NP acoperite de Chi (Virlan M.J.R., 2017; Chronopoulou L.,
2016; Friedman A.J., 2013).

Mai mult, studii recente au demonstrat ca NP 1invelite de Chi prezintd o afinitate
ridicatd si se leaga preferential la celulele cu o supraexpresie a receptorilor de suprafata
CD44+ (Rao W., 2015; Ravari N.S., 2016). Celulele stem ale cancerului (CSC) oral
prezintd o supraexpresie a receptorilor CD44+ (Biddle A., 2011, Harper L.J., 2010).
Considerand faptul ca in cancerul scuamos de cap si git, CSC prezinta o expresie maritd a
markerilor CD44 +, s-a ivit ipoteza ca NP acoperite de Chi ar putea fi folosite pentru
tintirea specificd a CSC orale. Ca o succesiune logica a aparut ideea posibilei selectivitati a
NP Chi (NP PLGAChi) fata de celulele CD44 + (cum sunt de exemplu CSC orale).

Dimensiunea si suprafata NP joaca un rol crucial in determinarea interactiunilor
electrostatice ale NP cu membranele celulare si ca urmare, in internalizarea particulelor
(Verma A., 2010; Faraji A.H., 2009; Labhasetwar V., 2005; Dyawanapelly S.,2016;
Virlan M.J.R., 2017). De asemenea, si concentratia NP si timpul de expunere al acestora la
diferite tipuri de celule fac diferenta dintre un efect citotoxic §i un comportament
biocompatibil. Mucoasa orala este compusa dintr-o mare varietate de celule cu diferite

proprietati ce pot reactiona diferit la acelas tip de NP. De asemenea, conditiile patologice
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ale cavitatii orale, cum ar fi starile precanceroase sau canceroase orale, pot modifica
raspunsul celulelor orale umane la NP, datoritd modificarilor din structura celulei.

Scopul studiului l-a reprezentat studierea interactiunilor dintre celulele din
cavitatea orald si NP PLGA sau NP PLGAChi. S-a evaluat astfel biocompatibilitatea NP
PLGA si a NP PLGACHI cu celule orale. De asemenea, am studiat capacitatea NP PLGA
si NP PLGACHi de a fi captate de celulele orale, aflate in stare normald sau patologica, in
culturi celulare sau in tesuturi artificiale orale, dupa expunerea pentru variate perioade de
timp la diferite concentratii de NP. O altd directie de cercetare investigata a fost
confirmarea ipotezei conform careia NP acoperite de chitosan (NP PLGAChi) sunt
preluate selectiv de celulele stem ale cancerului oral.

4.2. Obiectivele generale ale studiilor

Toate studiile prezentate au avut 3 obiective principale:

Obiectivul 1 : Cultura celulelor orale
Obiectivul 2: Expunerea celulelor orale la NP PLGA si la NP PLGAChi
Obiectivul 3 : Analiza interactiunilor celulelor orale cu NP PLGA/ NP PLGACHhi (analiza

Capitolul 5.

Metodologia generala a cercetarii

Cultura celulelor orale

Am utilizat o mare varietate de linii celulare orale: keratinocite orale normale
KON, keratinocite premaligne POE9i, keratinocitea maligne 5PT, fibroblaste orale
normale FON, fibroblaste orale asociate cancerului oral OSCC-1, celule din pulpa dentara
CPD, precum si celule canceroase CA1 (ce contin CSC orale).

Expunerea celulelor orale la nanoparticule

NP PLGA si NP PLGAChi au fost fabricate de Prof. Dr. Cristina Sabliov de la
Louisiana State University si au fost caracterizate anterior (Navarro S.M. si colab., 2014;
Navarro S.M. si colab., 2016; Triff M. si colab., 2015). Celulele KON, FON, CPD, POE9i
si SPT au fost expuse pentru 2h, 12h si 24h la urmatoarele concentratii de NP PLGA si
NP PLGACHhi: 5 pg/mL, 20 pg/mL si 200 pg/mL. OSCC-1 au fost testate la concentratiile
de 5 pg/mL, 20 pg/mL si 200 pg/mL NP PLGA si NP PLGAChi pentru 24h. Probele de
mucoasa artificiala orala umanda (MAO) au fost expuse pentru 24h la 200 pg/mL NP
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PLGACNI. Celulele canceroase CA1 si CSC au fost expuse pentru 24h la 5 pg /mL; 20
pg/mL; 200 ug/mL NP PLGA si 5 pg /mL; 20 ug/mL; 200 pg/mL NP PLGACHI.

Analiza la microscopul cu imunofluorescenta

S-a utilizat un microscop Zeiss up-right Axio Imager cu modul de slider ApoTome
2, utilizand obiectivele microscopului 403 sau 603 (Carl-Zeiss, Germany).

Cuantificarea incorporarii nanoparticulelor de citre celulel orale

Cuantificarea captarii NP PLGAChi de catre KON, FON, POE9i1, 5PT, OSCC-1 si
CPD a fost obtinuta cu ajutorul unui software de analiza, Icy software. Cuantificarea
preludrii NP de catre celulele orale CA1 s-a realizat prin tehnici de citometrie in flux.

Analiza statistica a datelor

S-au calculat valoriile medii si deviatiile standard. Analiza statistica a datelor s-a

realizat folosind testul student t-test. p < 0.05 a fost considerat statistic semnificativ .

Capitolul 6. Studiul 1
Evaluarea citotoxicitatii nanoparticulelor polimerice din acid poli-lacto-
co-glicolic si a nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite

de chitosan

Scopul acestui studiu il reprezinta evaluarea citotoxicitatiic NP PLGA si NP
PLGACHhi asupra keratinocitelor orale normale (KON) si premaligne ( POE9i).

Rezultate

S-a observat ca nu exista diferente statistic semnificative Intre viabilitatea probele
control si viabilitatea probele de celule KON si POE9 expuse timp de 24h la NP PLGA sau
NP PLGACHI (5 pg/mL, 20 pg/mL si 200 pg/mL).

Puncte cheie

e NP PLGA nu au afectat semnificativ statistic viabilitate KON
e NP PLGA nu au afectat semnificativ statistic viabilitatea POE9i
e NP PLGACNhI nu au afectat semnificativ statistic viabilitatea KON

e NP PLGAChI nu au afectat semnificativ statistic viabilitatea POE9i

-11-




Evaluarea citotoxicitatii NP PLGA asupra KON si POE9i

100
@
= 80
[+
S 60 m control
[¢5)
% 40 ®m5 ug/ mL NP PLGA
(&)
< 20 20 pug/ mL NP PLGA
0 m 200 pg/ mL NP PLGA

KON POEYi
Linia celulara

Figura 6.1. Evaluarea citotoxicitatii nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic asupra

keratinocitelor orale umane

Evaluarea citotoxicitatii NP PLGAChi asupra KON si POE9i

100
@
5 80
[+
S 60 m control
[¢5)
% 40 m 5 pg/ mL NP PLGAChi
(&) .
° 20 = 20 pg/ mL NP PLGACHI
0 ® 200 png/ mL NP PLGACHI

KON POE9i
Linia celulara

Figura 6.2. Evaluarea citotoxicitatii nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic
acoperite de chitosan asupra keratinocitelor orale umane
Discutii
ce se desprinde din literatura de specialitate. Mura S. si colaboratorii sai sustin ca NP
PLGA afecteaza viabilitatea celulelor Calu-3 la concentratii de NP care sunt prea mari
pentru a fi utilizate in clinica (Mura S., 2011). NP PLGA au fost testate si pe celulele
pulmonare A549, fara sa cauzeze efecte citotoxice dupa expunerea la concentratii de pana
la5 mg/mL NP PLGA (Mura S., 2011; Tahara K., 2010). Celulele Caco-2 au demonstrat o
viabilitate de peste 95%, chiar dupa incubarea pentru o zi la o concentratie de 500 pg/mL
NP PLGACHhi (Algahtani S., 2015; Virlan M.J.R., 2017). Alti cercetatori au raportat faptul
ca NP PLGACHhI par sa fie sigure chiar la concentratii mai mari de NP PLGAChi, ca de
exemplu 20 mg/mL (Pawar D., 2013; Grabowski N., 2013; Tahara K., 2009;
Dyawanapelly S., 2016; Virlan M.J.R., 2017). NP solide de Chi ce contin tretinoina nu au

-12 -



generat efecte citotoxice asupra celulelor HaCaT chiar si dupa expunerea la 500 pg/mL
NP (Ridolfi D.M., 2012; Virlan M.J.R., 2017). Si NP lecitina/Chi pot fi aplicate pe
celulele dermale la concentratii de pana la 200 pg/mL NP fara sa inducd scaderea
viabilitatii celulare (Hafner A., 2011; Virlan M.J.R., 2017). O posibila explicatie pentru
biocompatibilitatea ridicatd a NP Chi ar putea fi faptul cd Chi este mult mai toxic intr-0
forma libera solubild decat atunci cand este incorporat in NP, cand gruparile amino
pozitive ale Chi sunt angrenate in interactiuni electrostatice (Sonvico F., 2006; Blazevi¢
F., 2016; Virlan M.J.R.).

Capitolul 7. Studiul 2
Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic si a
nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de

catre keratinocitelor orale normale (KON)

Scopul studiului 1l reprezinta evaluarea captarii NP PLGA si a NP PLGAChi de
catre keratinocitele orale umane normale (KON).

Rezultate

NP PLGAChi utilizate in acest experiment patrund in interiorul KON, spre
deosebire de NP PLGA ce nu sunt captate de KON (Fig. 7.1.). Dupa expunerea la 5 pg/mL
NP PLGAChI nu s-a evidentiat patrunderea NP PLGAChi intracelular, la nici un interval
de timp de expunere. Procentajul de KON ce au Tnglobat NP PLGACHi a fost de 91,83%
7,37 dupa 12h expunere la 20 pg/mL NP PLGAChi. 92,39% £ 1,34 dintre KON expuse
au aratat semne ale Incorpordrii NP PLGAChi dupa 24h de expunere la 20 pg/mL NP
PLGAChi. Dupa 2h de expunere la 200 pg/mL NP PLGAChi, NP au intrat in 82,05% +
2,29 KON. NP PLGAChi NP au intrat n procent de 98,55 % 1,95 in KON testate dupa
12h de expunere la 200 pg/mL NP PLGA. Incorporare 100% in interiorul KON a fost
observatd dupa o zi de incubare cu 200 pg/mL. NP PLGAChi .

Puncte cheie

o NP PLGAChi sunt captate de catre KON
o Captarea NP PLGAChi de catre KON este dependenta de concentratie si timp
e NP PLGA nu au patruns in KON
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Figura 7.1. Captarea diferita a nanoparticulelor polimerice de catre keratinocitele orale

normale

NP PLGACHi sunt incorporate in interiorul KON (B.,D. si F.) in comparatie cu NP PLGA
care nu sunt captate de catre KON (C. si E.)
A. KON control D. KON /200 pg/mL NP PLGACHhi / 24h
B. KON/20 pg/mL NP PLGACHhi / 12h E. KON /20 pg/mL NP PLGA/2h
C. KON /200 pg/mL NP PLGA/24h F. KON /20 pg/mL NP PLGAChi/ 2h

Discutii

Rezultatele sunt in acord cu studii anterioare care au aratat o inglobare marita a
NP polimerice fortificate cu Chi fata de NP polimerice neacoperite de Chi (Wang Y.,
2013; Bakhru S.H, 2012; Algahtani S., 2015; Chronopoulou L., 2012; Dyawanapelly S.,
2016; Virlan M.J.R., 2017). Tntr-un studiu din 2015, Algahtani S. a aratat cd la linia
celulara Caco-2, NP PLGACAHi au inglobat de 3,5 ori mai multe celule fatd de numarul de
celule in care au intrat NP PLGA (Algahtani S., 2015; Virlan M.J.R., 2017). Chronopoulos
a raportat faptul ca inglobarea NP PLGAChi pare sa se faca mult mai rapid decat
inglobarea NP PLGA in hepatocitele umane 3A si in fibroblastele 3T6 (Chronopoulou L.,
2013; Virlan M.J.R., 2017). Este cunoscut faptul ca NP cationice imbunatatesc captarea

celulara si deschid legaturile intercelulare stranse (Sah H., 2013). A fost semnalat faptul
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ca internalizarea particulelor pozitive de Chi se produce predominant prin endocitoza, iar
suprafetele electropozitive datoritda faptului cd aderda mult mai usor decat cele
electronegative sau neutre la suprafetele membranare, sunt preluate mult mai facil de catre
membranele celulare electronegative (Chronopoulou L., 2013; Chuah L.H., 2014,
Hillaireau H., 2009). Rezultatele din acest experiment confirma faptul ca acoperirea cu Chi

a NP PLGA duce la o captare mult mai eficienta a NP de catre KON.

Capitolul 8. Studiul 3
Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic si a
nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de

catre keratinocitelor orale premaligne (POE9i)

Scopul studiului 1l reprezinta evaluarea captarii NP PLGA si a NP PLGAChi de
catre keratinocitele orale umane premaligne (POE91).

Rezultate

NP PLGA nu au penetrat membrana celulelor POE9i . NP PLGAChi au patruns
in POE9i doar dupa expunerea la 20 ug/mL NP PLGAChi si 200 pg/mL NP PLGAChi.

Captarea NP PLGAChi de catre KON versus
captarea NP PLGACAhi de catre POE9i

[EEN

N OO
OO OOCOOoO

u KON
m POE9i

20 20 200 200 pg/mL; 200 pg/mL;
ug/mL;12h pg/mL;24h  pg/mL;2h 12h 24h

Concentratia si timpul de expunere la NP PLGAChi

% de celule care au captat
NP PLGAChi

Figura 8.1. Comparatie intre captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic
acoperite de chitosan de catre keratinocitele orale normale si de catre keratinocitele orale

premaligne POEO9i

Puncte cheie

e NP PLGAChi sunt captate de POE9i, dar NP PLGA nu sunt preluate de POE9i
e Captarea NP PLGACHhi in interiorul POEYi este dependenta de concentratie §i timp
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Discutii

Se observa o preluare preferentiala a NP PLGAChi de catre keratinocitele
precanceroase in detrimentul keratinocitelor normale. Intr-un studiu anterior, Sahay G. si
colaboratorii sdi au emis ipoteza conform careia culturile de celule epiteliale ce formeaza
legaturi stranse unele cu altele nu au internalizat NP, in comparatie cu celulele canceroase
(ce nu aveau legaturi intercelulare stranse) care au internalizat NP (Sahay G., 2010; Virlan
M.J.R., 2017). Aceasta ipoteza ar putea explica si captarea preferentiald a keratinocitelor
premaligne fata de cele normale de catre NP PLGAChi.

Capitolul 9. Studiul 4
Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic si a
nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de

catre keratinocitelor orale maligne (SPT)

Scopul studiului il reprezinta evaluarea captarii NP PLGA si a NP PLGAChi de
catre keratinocitele orale maligne 5PT.
Rezultate
NP PLGACAHI au patruns numai in celulele SPT expuse la 200 ng/mL NP PLGAChi
timp de 12h si 24h. NP PLGA nu au fost captate de 5PT.

Captarea NP PLGAChi de catre KON / POE9i / 5PT

o 100

< 80 - —

ki

g 60 —

o

= S 40 - — mKON
S 20 - _ =POEYi
(&)

2a o0 5PT
K 20 20 200 200 pg/mL; 200 pg/mL;

K pg/mL;12h pg/mL;24h pg/mL;2h 12h 24h

£

Concentratia NP PLGAChi si timpul de expunere

Figura 9.1. Comparatie intre captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic

acoperite de chitosan de catre keratinocitele orale umane
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Puncte cheie

e NP PLGAChi sunt captate de 5PT, dar NP PLGA nu patrund in celulele 5SPT
o Captarea NP PLGACHhi de catre 5PT este dependenta de concentratie si timp

Discutii

Captare mult intarziatd a NP PLGAChi de catre 5SPT in comparatie cu KON si
POE9i, ar putea fi explicata de caracterul celulelor SPT. Acestea sunt celule tumorale
foarte agresive cu o viteza de diviziune ridicati. In comparatie cu KON si POE9i, celulele
5PT este foarte posibil sa fi suferit mult mai multe diviziuni in timpul intervalelor de
expunere la NP, marindu-si consistent populatia, lucru ce ar putea interfera cu capacitatea
acestora de captare a NP. Cu toate ca initial probele cu liniile celulare testate au avut
acelag numar de celule care au fost expuse la NP, in intervalul de expunere la NP, celulele
SPT au avut o ratd de diviziune considerabil mai ridicatd decat celelalte tipuri de
keratinocite. Acest fapt ar fi putut interfera cu anumite capacitati de preluare a NP
PLGACAhi. De asemenea mediul de culturda pentru 5PT este unul special pentru celule
canceroase. Nu stim incd in ce masurd influenteaza componentii din mediul de cultura

celular aglomerarea NP PLGAChi si patrunderea acestora intracelular.

Capitolul 10. Studiul 5
Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic si a
nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de

catre fibroblastele orale normale (FON)

Scopul studiului il reprezinta evaluarea captarii NP PLGA si a NP PLGAChi de

catre fibroblastele orale umane (FON).

Rezultate

NP PLGA nu au fost captate de FON, spre deosebire de NP PLGAChi care au
patruns in FON. Dupa 12h de expunere la 20 pg/mL NP PLGACHhi, procentajul mediu de
FON care au incorporat NP PLGAChi a fost de 89,47 % % 6,33. Dupa 24h de expunere la
20 pg/mL NP PLGAChi procentul de FON care au captat NP a scazut la jumatate 41,70 %
+ 6,07. NP s-au mai observat in interiorul FON si dupa incubarea pentru 12h la 200
pg/mL NP PLGACHhi, in proportie de 15,07% + 2,74 .
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Figura 10.1. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de

chitosan de citre fibroblastele orale normale
A. FON control B. FON /200 ug/mL NP PLGAChi

Puncte cheie

o NP PLGAChi sunt capabile sa patrunda in interiorul FON
o Captarea NP PLGAChi de catre FON este dependentd de concentratie §i timp
e NP PLGA nu au patruns in FON

Discutii

S-a observat scaderea incorporarii NP PLGAChi in interiorul FON odatd cu
cresterea concentratiei NP si a timpului de expunere. O posibild explicatie ar putea fi o
anumitd aglomerare a NP PLGAChi 1n mediul de culturd. FON au fost cultivate in DMEM
imbogatit cu ser bovin fetal 10%. Nu se cunosc incd efectele exacte ale proprietatilor

mediului asupra NP PLGACHhI.

Capitolul 11. Studiul 6
Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic si a
nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de

catre fibroblastele asociate cancerului oral (OSCC-1)

Scopul studiului 1l reprezinta evaluarea captarii NP PLGA si a NP PLGAChi de
catre fibroblastele asociate cancerului oral (OSCC-1).
Rezultate
S-a remarcat captarea NP PLGAChi (dar nu si a NP PLGA) de catre OSCC-1. S-a
observat Tncorporarea NP PLGACHhI in 100% din celulele OSCC-1 expuse la 5 pg/mL NP
PLGACHi, 20 pg/mL NP PLGAChi si 200 pg/mL NP PLGAChi pentru 24h.
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Puncte cheie

e NP PLGAChi sunt capabile sa patrunda in interiorul OSCC-1
o Captarea NP PLGACHhi de catre OSCC-1 este dependenta de concentratie si timp
e NP PLGA nu au patruns in OSCC-1

Figura 11.1. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan
de catre fibroblastele orale asociate cancerului oral OSSC-1
A. OSCC-1 control B. OSCC-1 / 20 pg/mL NP PLGAChi NP / 24h
Discutii
Datele din acest studiu sunt diferite de cele obtinute dupa incubarea FON cu NP
PLGACHI (Capitolul 10). O posibila explicatie a preluarii diferite observate in acest studiu
a NP PLGACHi in interiorul 0SCC-1 fata de FON ar putea fi explicatd prin diferentele
dintre caracteristicile membranare ale acestor celule, sau legaturilor intercelulare diferite

formate. O posibila explicatie ar putea fi si teoria lui Sahay G., mentionata in Capitolul 8.

12. Studiul 7
Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic si a
nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de

catre celulele din pulpa dentara (CPD)

Scopul studiului 1l reprezinta evaluarea captarii NP PLGA si a NP PLGAChi de
catre celulele din pulpa dentara (CPD).

Rezultate

Puncte cheie

o NP PLGAChi nu au fost capabile sa patrunda in interiorul CPD
e NP PLGA nu au fost capabile sa patrunda in interiorul CPD
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Figura 12.1. Captarea nanoparticulelor polimerice din acid poli lacto-co-glicolic acoperite

sau nu cu chitosan, de catre celulele din pulpa dentara (CPD)

Nu s-au observat diferente semnificative intre probele control (A.si C.), fatd de probele
expuse la NP PLGA (C. si E.) si NP PLGAChi (B. si D.)

Discutii

Considerand faptul ca la alte tipuri de celule au fost observat internalizari ale NP la
intervale de timp mai mici sau mai mari decat cele folosite in studiul nostru (Algahtani S.,
2015; Chronopoulou L., 2013), experimente viitoare ar putea lua Tn considerare varianta
testarii CPD pe o paletda mai larga de concentratii si intervale de expunere la NP PLGA
sau NP PLAGAChi. NP PLGAChi ar putea fi folosite in anumite aplicatii unde
patrunderea NP 1n interiorul CPD nu este de dorit, de exemplu in conditionarile dentinare

sau in tratamentele endodontice, in etapele dupa extirparile pulpare.

Capitolul 13. Studiul 8
Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic si a
nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de

mucoasele artificiale orale (MAQO)
Scopul studiului il reprezinta evaluarea captarii. NP PLGAChi de catre tesuturile
artificiale de mucoasa orala.
Rezultate
NP PLGACHI au fost capabile sd penetreze straturile superficiale ale MAO dupa
expunere timp de 24h la 200 pg/mL NP PLGACHhi (Fig. 13.1.).
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Puncte cheie

o NP PLGAChi sunt capabile sa patrunda in interiorul MAO

Figura 13.1. Evidentierea patrunderii nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic
acoperite de chitosan Tn interiorul mucoaselor artificiale orale

Discutii

Rezultatele obtinute in studiile anterioare in 2D (culturile celulare intr-un singur
strat) sunt confirmate de experimentele 3D din acest studiu. Tn ultimii ani s-a pus un
accent tot mai mare pe limitarea testarii pe animale si pe dezvoltarea de tesuturi artificiale
care sa simuleze cat mai exact conditiile naturale. Folosirea MAO se aseamana mult mai
mult de conditiile din cavitatea bucala decat testele pe celulele. Astfel, se pot obtine date
mult mai bune referitoare la actiunea diferitilor compusi (medicamente, NP) asupra
mucoasei orale. Dar, cu toate acestea, MAO nu pot substitui experimentele in vivo
deoarece sunt compuse dintr-o biomatrice de colagen si celule epiteliale, fara alte
componente ale unei mucoase naturale, cum ar fi celulele imune si componentele vasculare
(Konstantinova V., 2016; Costea D.E., 2003; Virlan M.J.R., 2017). Mai mult, saliva poate
sa interfereze cu penetrarea NP in mucoasa orald si sa ingreuneze penetrarea NP in
interiorul epiteliului oral (Konstantinova V., 2016; Virlan M.J.R., 2017). Cum MAO nu au
avut un strat protector de saliva, este dificil sa estimam influenta salivei 1n inglobarea NP
in interiorul mucoasei orale in vivo. Un alt factor important este cd nu se cunoaste
comportarea NP PLGAChi 1n saliva si daca aceasta influenteaza in vreun fel aglomerarea
particulelor sau captarea NP PLGAChi de citre mucoasa orald. In plus, epiteliile orale
suferd un proces natural de descuamare, proces ce ar putea interfera cu profunzimea
patrunderii NP PLGAChi in interiorul mucoasei orale (Konstantinova V., 2016; Virlan

M.J.R., 2017). Procesul de descuamare nu a putut fi reprodus in aceste modele de MAO.
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Capitolul 14. Studiul 9
Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic si a
nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de
catre catre celule canceroase orale CAl si de catre celule stem ale

cancerului oral (CSC)

Scopul studiului 1l reprezintd evaluarea NP PLGA si a NP PLGAChi de catre
celulele canceroase orale CA1, precum si testarea ipotezei conform careia NP acoperite de
Chi sunt preluate selectiv de CSC orale.

Rezultate

Linia de celule canceroase CA1 contine atdit CSC (CD44+), cat si celule canceroase
non stem (CD44- ). La analiza cu citometrul in flux CSC au fost detectate cu anticorpii
CD44 - PE (clona G44-26, BD Bioscience). Deoarece NP PLGA si NP PLGAChi sunt
conjugate cu FITC, celulele care au captat NP PLGAChi au fost recunoscute ca fiind
celule FITC+. NP PLGACNhi au fost captate de celulele CAL la toate concentratiile folosite
in studiu. Mai mult, s-a observat o anumita preferinta si selectivitate a NP PLGAChi
pentru celulele CD44+ fata de restul populatiei de celule canceroase orale CA1 expuse la
NP PLGACHhI. Cea mai mare selectivitate a NP PLGAChi pentru celulele CD44+ a fost
observata la concentratia de 20 ug/mL NP PLGAChi. NP PLGA folosite in acest studiu nu
au intrat Tn celulele CAl (si implicit nici in CSC din componenta acestora), la

concentratiile testate.

Puncte cheie

e NP PLGAChi au fost captate de CAL si de CSC orale
o Captarea NP PLGAChi de catre CAl este dependenta de concentratie
o Captarea NP PLGAChi de catre CSC este dependenta de concentratie

o NP PLGAChi se leaga selectiv la CAIl ce exprima cantitati ridicate de markeri
CD44+ (CSC orale)
e NP PLGA nu au fost captate de CALl si nici de CSC orale
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Raportul dintre % CSC care au captat NP PLGAChi ( CD44+FITC+ )si
% CA1 non stem care au captat NP PLGAChi ( CD44- FITC+ ) dupa
expunerea la NP PLGACHhi

m Raportul dintre %
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Figura 14.1. Captarea preferentiald a a nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic
acoperite de chitosan de catre celulele CD44+ (celule stem canceroase)

Discutii

CSC orale sunt o subpopulatie de celule canceroase care prezinta o supraexpresie
a receptorilor CD44+, au proprietati de initiere a tumorilor si sunt considerate principala
cauza pentru rezistenta terapeutici a tratamentelor anticancer (Biddle A., 2016;
Gemenetzidis E., 2015). CD44+ este o proteina de suprafatd si un receptor biologic
specific pentru acidul hialuronic (AH) (Wang T., 2017; Ravari N. S., 2016). Mai multe
studii au confirmat ipoteza conform careia AH are o afinitate marcatd pentru proteina
receptoare CD44+ si poate astfel sd tinteascd preferential celulele care prezinta o
supraexpresie a CD44+ (Wang T., 2017, Ravari N. S., 2016). Chi este un polizaharid
natural precum AH, deci putem sa ne gandim la o preferintd a Chi pentru celulele CD44+.
Afinitatea ridicatd a NP Chi la celulele CD44+ orale poate fi cauzatd de o anumita afinitate
a Chi pentru receptorii CD44+. Experimente recente au recunoscut abilitatile NP acoperite
de Chi de a imbunatatii transportul cu medicamente antitumorale (Elbaz N.M., 2016;
Thakur C.K., 2016; Chen H., 2016; Nag M., 2016; Lin M., 2015; Mazzarino L., 2015).
Articole anterioare au evidentiat de asemenea preferinta NP acoperite de Chi pentru CSC.
Tntr-un studiu recent NP acoperite de Chi ce contineau doxorubicina au fost capabile sa
tinteasca si sa elimine celulele " cancer stem like " (Rao W., 2015). Mai mult, NP formate
din Chi, AH si Pluronic F127 ce transportau tot doxorubicind au fost capabile sa elimine
celulele "cancer stem like" (Wang H., 2015). Un alt studiu a aratat ca NP de AH incarcate
cu docetaxel si invelite cu Chi au fost mult mai eficiente impotiva celulelor CD44+ decat

docetaxel in forma libera, neinglobat in NP (Ravari N. S., 2016).
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Capitolul 15

Concluziile tezei de doctorat

Nanoparticulele polimerice din acid poli-lacto-co-glicolic (NP PLGA) sunt biocompatibile
cu keratinocitele orale normale umane KON, precum si cu linia de keratinocite premaligne
POED91, in cazul expunerii celulelor la NP PLGA in concentratie de pana la 200 pg/mL si
pentru un interval de timp de pana la 24h

NP PLGA acoperite cu chitosan (NP PLGAChI) sunt biocompatibile cu KON si cu
POED9i in cazul utilizarii NP PLGAChi in concentratie de pana la 200 pg/mL NP PLGA,
pentru un interval de pana la 24h

Acoperirea suprafetei NP PLGA cu Chi nu influenteaza biocompatibilitatea NP fata de
keratinocitele orale umane

Studiul ofera noi date referitoare la incorporarea NP polimerice din PLGA, acoperite sau
nu de Chi, Tn interiorul celulelor orale normale sau patologice : keratinocite orale normale
KON, keratinocite orale precanceroase POE9i, Kkeratinocite orale canceroase 5PT,
fibroblaste orale normale FON, fibroblaste asociate cancerului oral OSCC-1, precum si
celule din pulpa dentard CPD

NP PLGA acoperite de Chi s-au dovedit mult mai eficiente in a traversa membrana
celularda a KON, POE9i, 5PT, FON si OSCC-1. Rezultatele in vitro au confirmat ideea
penetrarii mult imbunatatite a NP PLGA acoperite de Chi in comparatie cu NP PLGA
simple in interiorul celulelor orale KON, POE9i, 5PT, FON si OSCC-1

Acoperirea NP PLGA cu Chi imbunatateste preluarea acestor NP de catre KON, POE9i,
5PT, FON si OSCC-1

Captarea NP PLGAChi de catre KON, POE91, 5PT, FON si OSCC-1 este dependenta de
concentratie si timp

NP PLGAChi sunt capabile sa patrundd in interiorul tesuturilor orale artificiale de
mucoasa orala crescute in vitro

NP PLGA nu sunt captate de catre KON, POE9i, 5SPT, FON si OSCC-1

NP PLGACHhi sunt recomandate a fi studiate ca viitoare sisteme de transport si eliberare
controlata catre mucoasa orala, in tratamentul afectiunilor mucoasei orale, precum si n
tratamentul afectiunilor premaligne sau maligne orale

Se poate observa preferinta NP PLGAChi pentru keratinocite precanceroase fata de

keratinocitele orale normale, ceea ce le recomanda in terapia afectiunilor maligne orale si,
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mai relevant din punct de vedere medical, Tn prevenirea trecerii leziunilor premaligne in
faza maligna
NP PLGAChi nu sunt internalizate de catre celulele din pulpa dentara
NP PLGA nu sunt internalizate de catre celulele din pulpa dentara
NP PLGACHi utilizate in acest studiu nu sunt eligibile pentru aplicatii dentare ce necesita
patrunderea NP 1in interiorul celulelor din pulpa dentara, deoarece NP PLGAChi nu
patrund in CPD
Totusi, NP PLGAChi ar putea fi folosite in anumite aplicatii unde patrunderea NP in
interiorul CPD nu este de dorit, de exemplu in conditiondrile dentinare sau in tratamentele
endodontice, 1n etapele dupa extirparile pulpare
S-a constatat legarea selectiva si captarea NP acoperite de Chi de cétre celulele cancerului
oral ce exprima cantitati ridicate de receptori CD44+
NP PLGACHi sunt internalizate preferential de catre CSC orale umane
Rezultatele duc la o noua directie in tratamentul cancerului oral
NP PLGACHI incarcate cu medicamente anticancer ar putea fi folosite pentru tratamentul
CSC orale cu o mai mare eficientd. NP acoperite de Chi ar putea fi utilizate pentru a
distruge intr-un mod selectiv celulele initiatoare de tumori CSC, ducand la o eficienta mai
mare a tratamentului. De asemenea, NP Chi ar putea sa micsoreze timpul de contact al
medicamentelor anticancer cu tesuturile sandtoase, oferind o sansda de a transporta doze
mai mari de substanta cétre tesuturile cancerigene, evitand tesuturile sanitoase si generand
efecte secundare mult mai mici. NP Chi pot scadea astfel perioada si cantitatea de contact a
celulelor sdndtoase cu substantele antitumorale, ducand la efecte adverse nedorite mult
diminuate.
Contributii personale

Consider ca au fost atinse obiectivele de cercetare fixate pentru cele 9 studii
prezentate Tn cuprinsul tezei de doctorat. Am cultivat o mare varietate de celule orale
normale si patologice ce au fost ulterior testate la doud tipuri de NP polimerice, NP
PLGA si NP PLGAChi (Capitolele 6-14). Apoi am realizat analiza interactiunilor celulelor
orale cu NP polimerice utilizand teste de de viabilitate (Capitolul 6), tehnici de MIF
(Capitolele 7-13) si citometrul in flux de tip FACS (Capitolul 14). Tn timpul
experimentelor am invatat sa izolez celule primare orale normale (Capitolul 6, Capitolul
10, Capitolul 12) si canceroase (Capitolul 14), precum si sa cultiv in vitro tesuturi de

mucoasa artificiald orala (Capitolul 13). Rezultatele studiilor prezetante in teza au indicat
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nu numai penetrarea NP PLGAChi in interiorul celulelor orale (normale si cancerose)
(Capitolele 7-11), dar mai ales o penetrare selectivd a NP PLGAChi in interiorul celulelor
stem ale cancerului oral (Capitolul 14). Am observat de asemenea si captarea mult mai
rapidd a NP PLGAChi de catre keratinocitele precanceroase fata de Kkeratinocitele orale
normale (Capitolul 8). Interesant este faptul ca NP PLGA din acest studiu nu au fost
preluate de nici o linie celulara orala (Capitolele 7-11) iar CPD nu au captat nici NP PLGA
si nici NP PLGAChi (Capitolul 12). Captarea NP PLGAChi de catre celulele mucoasei
orale, in culturi celulare 2D sau 3D orienteaza utilizarea NP PLGAChi spre a fi utilizate in
transportul de substante active cdtre mucoasa orald, In vederea vindecarii anumitor
afectiuni ale tesuturilor cavitatii orale (Capitolul 13). De asemenea NP PLGACAhi ar putea
fi utilizate si In viitoare tratamente endodontice (Capitolul 12). Preferinta NP PLGAChi
pentru Kkeratinocite precanceroase fata de Kkeratinocitele orale normale, recomanda
utilizarea acestor NP 1n terapia afectiunilor maligne orale si, mai relevant din punct de
vedere medical, in prevenirea trecerii leziunilor premaligne in faza maligna (Capitolul 8).
Deasemenea, selectivitatea NP PLGAChi cu celulele CD44+ ar putea fi folosita si in
oncologie, sau in alte ramuri medicale (Capitolul 14). NP PLGACHi ar putea fi studiate si
pentru tratamentul altor tipuri de cancer ce prezinta celule stem cu supraexpresie a
receptorilor CD44+ (Capitolul 14).

Din punct de vedere tehnico-economic, acest studiu a necesitat multi reactivi si
metode de analiza foarte scumpe. Experimentele au fost posibile ca urmare a colaborarii cu
Universitatea din Bergen, Norvegia unde am desfasurat cea mai mare parte a
experimentelor (Capitolele 6-13). In plus, ca urmare a bursei de cercetare
POSDRU/159/1.5/S/135760 CERO — PROFIL DE CARIERA: CERCETATOR ROMAN
am beneficiat de o bursd de mobilitate la Universitatea Queen Mary din Londra unde am
putut efectua Studiul 9 (Capitolul 14). Doamna Profesor Cristina Sabliov de la Louisiana
State University din S.U.A. ne-a furnizat NP polimerice utilizate in acest studiu (Capitolul
5). Analiza datelor la MIF fost posibild cu ajutorul Institutului de Biochimie al Academie
Romane din Bucuresti (Capitolul 5).

Una dintre limitdrile studiului o reprezinta faptul ca am utilizat 3 intervale de
expunere si 3 concentratii de NP pentru compararea captarii NP de catre celulele orale.
Studii viitoare ar trebui sd foloseasca o paletd mai larga de concentratii de NP si de
intervale de expunere (Capitolele 6-13). Considerand faptul ca am realizat testarea
biocompatibilitatii NP PLGA si a NP PLGAChi cu doua tipuri de celule orale (Capitolul
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celule orale, izolate de la mai multi pacienti.

Cu toata ca studiul s-a concentrat pe multe tipuri de celule orale, o directie viitoare
de cercetare ar fi si testarea NP PLGA si NP PLGACHi si pe alte celule din cavitatea
bucald, de exemplu celulele din ligamentul parodonal, celule osoase sau papilele linguale.
De asemenea, ar trebui continuate experimentele pe tesuturi de mucoasa orald pentru mai
multe intervale de expunere la NP PLGAChi. Cultivarea tesuturilor artificiale orale
necesita reactivi si timp. Utilizarea tesuturilor artificiale ofera mult mai multe date decat
studiile pe celule, fara necesitatea folosirii animalelor de laborator. Acesta este insa primul
studiu din Romania in care se utilizeaza tesuturi artificiale orale crecute in laborator.

Noutatea studiului o reprezintd faptul ca am realizat primul studiu care
abordeazd problema interactiunii nanoparticulelor polimerice NP PLGA si a NP
PLGACHI cu celulele din cavitatea orald. De asemenea este primul studiu care testeazd
nanoparticule polimerice pe tesuturi artificiale de mucoasa orala si primul studiu din
Romdnia in care sunt cultivate tesuturi artificiale de mucoasa orald.Mai mult, unul
dintre rezultatele foarte importante obtinute in cadrul experimentelor o reprezinta datele
referitoare la selectivitatea nanoparticulelor acoperite de chitosan fati de celulele stem
ale cancerului oral. Rezultatele promitdtoare deschid calea unei noi directii de cercetare
n tratamentul cancerului oral. Tn plus, nanoparticulele de chitosan ar putea fi utilizate
si in alte tipuri de cancere ce prezintd celule stem cu o supraexpresie a proteinei
receptoare CD44. Astfel, NP PLGAChi ar putea fi utlizate nu numai Tn viitoare
tratamente ale cancerului oral, dar si al altor tipuri de afectiuni maligne.Pentru
rezultatele cercetarilor despre selectivitatea NP acoperite de chitosan cu celulele stem ale
cancerului oral am obtinut Premiul Tandarului Cercetitor la Congresul Universititii de
Medicina si Farmacie ""Carol Davila' 2016.

Rezultatele promitatoarea obtinute in cele 9 studii desfasurate de mine in timpul
doctoratului, indicd utilitatea aprofundarii studiului NP PLGAChi pentru diferite aplicatii
in medicina dentard, precum si in tratamentul cancerului oral sau al leziunilor premaligne

orale.
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