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Introducere

Experimentele din aceasta lucrare au fost realizate pentru demonstrarea proprietatilor anti-
cancerigene ale unor compusi naturali, polifenolii. In cadrul temei propuse pentru elaborarea
acestei lucrari s-a avut Tn vedere studierea efectelor anti-proliferative a doi polifenoli, curcumina
si EGCG-ul. Cercetarea a fost structurata in trei studii care s-au referit la investigarea efectului
sinergic al celor doi polifenoli in linia celulara de adenocarcinom epidermoid A-431, investigarea
efectelor toxice ale EGCG-ului si curcuminei intr-o linie celulara de fibroblaste dermice normale

CCD-10708k, cat si analiza comparativa a administrarii simultane a celor doi compusi polifenolici.

Primul studiu a fost realizat plecand de la date din literaturd care au demonstrat rolul
citotoxic al co-tratamentului dintre curcumina si EGCG-ului asupra unor linii celulare tumorale
maligne. Somers-Edgar si colaboratorii au demonstrat efectul sinergic citotoxic al celor doi
compusi in tratamentul administrat in linia celulara MDA-MB-231 (Somers-Edgar et al., 2008).
Acelasi efect a fost observat si asupra liniilor celulare de cancer pulmonar A549 si NCI-H460
(Zhou et al., 2013). Astfel, un prim obiectiv al tezei a fost evaluarea efectelor sinergic/ absenta
acestor efecte dupa administrarea co-tratamentului reprezentat de concentratii diferite de

curcumind si EGCG asupra liniei celulara de adenocarcinom epidermoid A-431.

Tn al doilea studiu s-a investigat in ce masura curcumina si EGCG-ul au efect citotoxic asupra
liniei celulare netrasformate malign CCD-1070Sk, avand ca obiectiv specific evaluarea

proliferarii/viabilitatii celulara utilizdnd metoda WST-1.

In vederea atingerii obiectivelor propuse, au fost folosite cele doua linii celulare (A-431 si
CCD-1070Sk) si au fost utilizate tehnici specifice de analiza (citometria in flux), protocoale si
metode specifice (teste de evaluare a supravietuirii clonogene, WST-1), cat si diferiti fluorofori
(iodura de propidiu, anexina V-APC, carboxi-H.DCFDA, JC-1).

Al treilea studiu a avut drept scop compararea datelor obtinute In urma utilizarii
tratamentului reprezentat de curcumina si EGCG, comparativ cu utilizarea individuala a
curcuminei. Rezultatele obtinute au indicat un efect inhibitor mai puternic al curcuminei impotriva
dezvoltarii celulelor maligne, atat in prezenta EGCG-ului cat si la administrarea individuala a

acesteia, indiferent de experiment.



Biodisponibilitatea redusa a curcuminei impiedica utilizarea acesteia ca agent terapeutic
insa datele de literatura au raportat existenta unor agenti chimici ce pot influenta pozitiv (piperina)
absorbtia si metabolizarea acesteia. Asemenea curcuminei, EGCG-ul este un polifenol care este
binecunoscut pentru efectele benefice asupra organismului, fiind principalul ingredient activ din

ceaiul verde.

Stadiul actual al cunoasterii

Curcumina

Curcumina este ingredientul activ din turmeric, extras din radacina plantei Curcuma longa
si este un agent sigur, accesibil si eficace. Curcumina este un polifenol lipofil, insolubil in apa, dar
stabil 1n acidul gastric. Studiile au demonstrat metabolizarea rapidd a curcuminei, dar si
biodiponibilitatea sistemica limitata, din cauza eliminarii rapide din organism (Ravindran et al.,
2009). Curcumina este singurul antioxidant ce contine o varietate de grupuri functionale, inclusiv
grupari de tipul B-dicetone, legaturi duble C-C si grupdri fenil ce contin cantitdti variabile de
substituienti hidroxil si metoxi (Aggarwal et al.,, 2007). Curcumina prezintd proprietati
anticancerigene datoritd trasaturilor chimice distincte ce permit interactiunea acesteia cu
numeroase molecule extracelulare si intracelulare, inhiband astfel progresia cancerului (Anand et
al., 2008). Administrarea curcuminei a demonstrat normalizarea peroxidarii lipidice, dar si a
schimbarilor realizate in tesuturile cobailor Wistar (Singh and Sharma, 2011). Doi cercetétori,
Kaur si Meena, au observat un efect adjuvant al curcuminei impreuna cu piperina si quercetina, in

tratamentul hiperlipidemiei (Kaur and Chintamaneni, 2013).

Proprietatea antioxidantd a curcuminei a fost demonstrata prin administrarea orald a unei
concentratii de 90 de mg de curcumina sau sub forma de placebo intr-un interval de 2 ore, Tnainte
si dupd efectuarea unui efort fizic. Dupa administrarea curcuminei s-a observat o atenuare a
stresului oxidativ indus de efort prin cresterea capacitatii antioxidante din sange (Takahashi et al.,
2014).

Una dintre proprietdtile cele mai importante ale curcuminei, este activitatea antitumorala a
acesteia, demonstratd de-a lungul anilor in numeroase studii. Datorita solubilitatii scazute a
curcuminei in apd, Ha si colab. au dezvoltat diferite formule de nanoparticule de curcumina
Tncapsulate, sub forma de copolimeri solubili pentru utilizarea acestora in terapia antitumorala

(Bhullar et al., 2013). S-a demonstrat rolul curcuminei de a induce, Th mod selectiv, apoptoza in



celulele tumorale, in faza G2 prin reglarea expresiei genei TP53 si a initierii caii apoptotice

mitocondriale prin cresterea expresiei genei BAX si a eliberarii citocromului C (Wilken et al.,

2011).

In ciuda efectelor pozitive ale curcuminei, in momentul utilizarii acesteia in studii clinice in
Vivo s-a demonstrat biodisponibilitatea scazuta din cauza absorbtiei reduse, a metabolismului
accelerat si a eliminarii rapide din organism (Anand et al., 2007, Lopresti, 2018).
Biodisponibilitatea slaba a curcuminei a fost determinata de nivelurile scdzute de glucuronid si
sulfat. Rezultatul obtinut in urma administrarii @ 8 g de curcumina zilnic, a indicat un raspuns
clinic in cazul a doi pacienti, iar la un pacient s-a inregistrat o usoara regresie tumorald concomitent
cu cresterea niveluli de citokine IL-6, IL-8, IL-10 si IL-1, in ser. Pe de alta parte, curcumina a
reglat expresia factorului nuclear NF-xB, COX-2 si a proteinei STAT3 (Ib. engl. signal transducer
and activator of transcription 3), in celulele monunucleare din sangele periferic obtinute de la

pacienti. Curcumina a fost administratd cu un repaus la fiecare doua luni. (Dhillon et al., 2008).

Galatul de 3-O-epigalocatechind

Galatul de 3-O-epigalocatechind (EGCG) reprezinta 38-40% din totalul de catechine
prezente in ceaiul verde, fiind si cea mai abundenta (Singh et al., 2011). Catechinele din ceaiul
verde fac parte din familia flavonoidelor ce prezinta activitate antioxidantd puternica asupra
organismului uman (Du et al., 2012). Din punct de vedere chimic, galatul de 3-O-epigalocatechina
contine trei inele heterociclice A, B, C s doua structuri aromatice. Cele doua structuri aromatice
sunt unite cu inelul B prin trei structuri de carbon (C6-C3-C9), de tip punte, impreuna cu gruparea
hidroxil (Sharifi-Rad et al., 2020).

Biodisponibilitatea scazuta a EGCG-ului trebuie luatd in considerarare in momentul
extrapoldrii rezultatelor obtinute in vitro la experimente in vivo. Pentru administrarea unor doze
corecte si eficiente de EGCG, este necesara luarea in considerare a parametrilor farmacokinetici
(Mereles and Hunstein, 2011). Ingredientul activ din piperul negru, piperina, reprezinta un

.....

intestinul subtire, precum si inhibarea tranzitului gastrointestinal, ceea ce poate duce la cresterea

absorbtiei (Lambert et al., 2004).

Conform studiilor realizate de-a lungul timpului, EGCG-ul posedd numeroase proprietati

anti-cancerigene datoritd abilitatilor acestuia de a distruge radicalii liberi, evitand distrugerea



structurii celulare cauzata de acestia (Granja et al., 2017, Farhan et al., 2016). Efectele benefice pe
care le manifestda EGCG-ul nu se realizeaza printr-un singur mecanism, acesta actionand prin mai
multe cdi de semnalizare (Chowdhury et al., 2016). Prin consumul de ceai verde s-a raportat efecte
benefice asupra sistemului gastro-intestinal, prin imbunatatirea nivelului de EGCG din sange, ceea

a dus la inhibarea absorbtiei celulare a glucozei (Park et al., 2014, Zuo et al., 2014).

Contributii personale
Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Tn studiile efectuate s-a plecat de la ipoteza ci administrarea combinatd a compusilor
polifenolici poate inhiba proliferarea celulelor maligne, in timp ce administrarea acelorasi compusi
nu va induce modificiri semnificative asupra celulelor netransformate malign. In consecinta,
scopul cercetarii a fost investigarea efectelor curcuminei si ale EGCG-ului asupra celulelor
maligne din linia celulara A-431 comparativ cu linia celulara netransformata malign CCD-1070Sk.

Astfel, partea de contributii personale a fost structurata sub forma a trei obiective generale:

a. Analiza efectelor administririi curcuminei si EGCG-ului asupra liniei celulare
de carcinom epidermoid A-431.

b. Studiul efectului curcuminei si EGCG asupra liniei celulare netransformate
malign CCD-1070Sk.

c. Comparatii privind efectul administrarii combinate sau individuale a

curcuminei si a EGCG-ului asupra liniei celulare A-431

Metodologia generala a cercetarii

Culturi celulare

Culturile celulare implica izolarea unor celule din mediul natural in vivo si cresterea
ulterioard a acestora intr-un mediu controlat in conditii artificiale (in vitro). Pentru indeplinirea
acestui lucru primul pas este obtinerea unei culturi primare ajunsd la confluenta necesard, prin
formarea monostratului de celule intr-un flask de culturd suplimentat cu factorii si nutrientii
necesari. Dupd obtinerea confluentei sunt realizate pasaje a celulelor pana la stabilirea unei linii

celulare continue.



Pentru realizarea obiectivelor propuse au fost utilizate urmatoarele linii celulare: linia
celulara de carcinom epidermoid A-431 (ATCC) si linia celulard netransformata malign CCD-
1070Sk (ATCC). Din cauza duratei mari de timp necesare proliferarii celulare, linia celulara CCD-
10708k a fost utilizata doar pentru realizarea experimentului de evaluare a viabilitatii prin tehnica
WST-1. Celulele au fost crescute in mediu DMEM cu 10% FBS inactivat (Sigma, Saint Louis,
MO), 1% Penicilina/Streptomicind (ThermoFisher Scientific/Gibco, Carlsbad, CA), si 2 mM L-
glutamina (ThermoFisher Scientific/Gibco, Carlsbad, CA) si incubate la 37 °C si 5% COg2, in

atmosferda umeda.

Viabilitatea §i proliferarea celulara

Evaluarea viabilitatii/proliferarii celulare a presupus efectuarea unui test WST-1 (water
soluble tetrazolium salt; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Testul WST-1 se
bazeaza pe reducerea sarii de tetrazoliu WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazolio)-1,3-benzene disulfonate) la formazan in celulele viabile, datoritd activitatii de
dehidrogenare mitocondriala (Filippi et al., 2018). Celulele aderente au fost insamantate in placi
cu 96 godeuri si au fost tratate fie cu o concentratie constanta de 25 pM curcumina si concentratii
variabile de EGCG de la 5 — 100 uM, fie cu aceeasi concentratic de EGCG si concentratii diferite
de curcumina, cuprinse intre 5 — 100 pM. Dupa tratament, probele au fost incubate 48 h 1a 37°C in
atmosferd umeda cu 5% CO>. Dupa 48 h tratamentele au fost inldturate si s-a adaugat WST-1 in
fiecare godeu, dupa care placile au fost incubate pentru 1 h la 37°C, in 5% CO2. Absorbanta
formazanului a fost masurata la lungimea de unda de 450 nm si corectatd la 620 nm prin scaderea
valorii absorbantei masurate. Masuratorile au fost efectuate cu ajutorul spectrofotometrului Infinite

200 PRO microplate reader.

Tratamente

In functie de experimentul efectuat s-au pregatit in conditii sterile concentratii diferite de
EGCQG si curcumina variind intre 0,1 — 100 pM. Curcumina si EGCG au fost dizolvate in DMSO
si au fost pregdtite In ziua experimentului (nu au fost folosite solutii stock congelate). Toate
administrarea tratamentului perioada de incubare a variat intre 48 — 72 h. Pentru testele de evaluare
a supravietuirii clonogene s-au pregatit in conditii sterile diferite concentratii de curcumind si

EGCG dizolvate in DMSO: 0.1 uM, 0.5 uM, 1 uM, 2 uM, 5 uM si 10 uM dar si probe control.



Cu exceptia acestor teste, pentru realizarea experimentelor s-au folosit urmatoarele concentratii de
curcumind si EGCG: 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM si probe control. Concentratia de
DMSO a fost de maxim 0.1-0.2%.Tratamentele au fost pregatite in ziua experimentului (nu din

probe congelate). Perioada de incubare a variat intre 48 — 72 h.

Citometria in flux

Citometria 1n flux este o metoda de analiza calitativa si cantitativa utilizata in prezent pe
scard largd pentru a diferentia si caracteriza diverse particule aflate In suspensie (celule,
biomarkeri, fragmente celulare) prin evaluarea puritatii subpopulatiilor interogate dar si prin

analiza dimensiunii celulare, a granularitatii si a intensitatii fluorescentei.
Viabilitatea celulara

Viabilitatea celulelor tumorale din linia celularda A-431 s-a evaluat prin folosirea
citometrului in flux si a iodurii de propidiu (BD Biosciences, 556463). lodura de propidiu este un
colorant fara permeabilitate membranara pentru celulele vii, insa in cazul celulelor moarte acesta
poate traversa membrana celulei si se leaga specific de ADN-ul dublu catenar. in solutii apoase,

iodura de propidiu are maximul de excitatie la 493 nm, iar cel de emisie la 636 nm.

Potentialul membranar mitocondrial

in analiza potentialului membranar mitocondrial s-a folosit fluoroforul 5.5,6,6’-
tetrachloro-1,1°,3,3’-tetraethylbenzimi-dazolylcarbocyanine  iodide (JC-1), un colorant
carbocianin cationic care se acumuleaza in mitocondrii. Fluorescenta emisa poate fi verde (JC-1
monomer) sau rosie (JC-1 agregat) si depinde numai de diferenta de potential membranar

mitocondrial si nu de marimea, forma si densitatea mitocondriilor.

Specii reactive de oxigen

Producerea de specii reactive de oxigen a fost analizata tot cu ajutorul citometrului in flux
prin colorarea probelor cu diacetat de 5-(si-6)-carboxi-2’,7'-diclor-dihidrofluoresceina (carboxi-
H,DCFDA). Fluoroforul carboxi-H,DCFDA este utilizat frecvent deoarece poate reactiona cu mai
multe specii reactive de oxigen incluzand peroxidul de hidrogen, radicalii hidroxil si peroxinitrit.
Diacetatul de 5-(si-6)-carboxi-2’,7"-diclor-dihidrofluoresceina este o forma acetilata redusa chimic
de fluoresceina folosita ca indicator pentru speciile reactive de oxigen (Ib. engl. reactive oxygen

species, ROS).



Ciclul celular

Una dintre cele mai cunoscute aplicatii ale citometrului in flux este reprezentata de analiza
ciclului celular prin cuantificarea continutului de ADN pentru identificarea celulelor ce se afld in
diferite faze ale ciclului celular. Tnainte de analiza ciclului celular, celulele sunt tratate cu un
colorant fluorescent ce se fixeaza la nivelul de ADN, de exemplu iodura de propidiu. Intensitatea
fluorescentei este corelatd cu cantitatea de ADN, iar modificarile ciclului celular sunt observate cu

ajutorul histogramelor.

Apoptoza

Citometria n flux a fost utilizata si in analiza apoptozei pentru linia celulara A-431. Pentru
a evalua efectul curcuminei si al EGCG-ului asupra celulelor tumorale am urmarit colorarea
acestora cu anexind V marcata cu aloficocianind (APC), un pigment fotosintetic ce se giseste In
mod natural in algele albastre-verzi. Aloficocianina are 6 cromofori de ficocianobilina pentru
fiecare moleculd, devenind un fluorocrom luminos ceea ce il face foarte potrivit pentru aplicatiile
in citometrie in flux. Anexina V marcatd cu APC (maxim de excitatie: 650 nm, maxim de emisie:
660 nm) caracterizeaza pierderea integritatii membranare ceea ce este specific mortii celulare

datorate proceselor de apoptoza.

Supravietuire clonogena

Tehnica de evaluare a supravietuirii clonogene este un test celular in vitro si evidentiaza
capacitatea unei singure celule de a forma colonii. Pentru a se realiza o analiza corectd, colonia
trebuie sd contina cel putin 50 de celule. Acest test evidentiaza capacitatea fiecarei celule de a se
divide fara limita (Franken et al., 2006). Testul de clonogenicitate s-a folosit pentru a demonstra
eficacitatea celulelor tumorale din linia celulara A-431, de a forma colonii dupa ce au fost
administrate tratamentele cu diferite concentratii de curcumina si EGCG, individual sau impreuna.

Numararea si analiza coloniilor s-a realizat automat cu programul ImageJ v. 1.48 (NIH, SUA).

Statistica

Analiza datelor a fost realizatd diferit in functie de fiecare experiment. Astfel, pentru testele
de evaluare a supravietuirii clonogene au fost efectuate fotografii ale placilor cu godeuri iar
imaginile au fost analizate utilizdnd ImageJ v. 1.48 (NIH, SUA). Datele obtinute prin citometrie
in flux au fost analizate utilizadnd programul Flowing Software 2.5.1 (University of Turku,

Finlanda). Pentru reprezentarea graficd si determinarea semnificatiei statistice s-a utilizat softul
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GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software Inc., SUA), iar prelucrarea datelor numerice s-a
realizat utilizand Microsoft Excel 2013 (Microsoft Inc., SUA).

Exista doua metode de analizd statisticd: parametricd si nonparametricd. Metodele
parametrice se refera la tehnici de analiza statistice in care se defineste distributia variabilelor de
probabilitate si se fac deductii despre parametrii distributiei (Kim, 2015). Testele nonparametrice

sunt implementate 1n cazul in care nu se poate defini distributia probabilitatii.

Testul t-Student este 0 metoda parametrica si se utilizeaza atunci cand esantioanele utilizate
indeplinesc conditiile de normalitate, intervale egale de variatie si independenta. Testul t-Student
este un tip de test statistic de comparare a doua medii din doud esantioane diferite. Testul t-Student
se imparte in doud categorii: testul t independent, pentru esantioane diferite, si testul t pentru

esantioane pereche (Kim, 2015).

Pentru semnificatia statistica a fost utilizat testul t-Student si testul Anova one way cu post-
testul Dunnett’s atunci cand au fost comparate mai multe seturi de date. Semnificatia statistica a
fost stabilita prin setarea pragului de semnificatie p < 0,05. Cu exceptia testului Anova one way,
pentru reprezentarea grafica a ROS (1) si a potentialului membranar mitocondrial (2) s-a utilizat
analiza regresia neliniard pentru reprezentarea curbei dozd-efect si aflarea valorii IC50/EC50

utilizand formulele:
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"((LoglC50-X)*HillSlope) (1)
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"((LogEC50-X)*HillSlope) (2)

unde, X reprezinta logaritm cu baza 10 a concentratiei de EGCG, LogIC50/LogEC50 este logaritm
cu baza 10 a concentratiei pe jumdtate maxima inhibitoare/efective, Y reprezinta intensitatea
fluorescentd pentru carboxi-H,DCFDA si JC-1 iar “top” si “bottom” reprezintd valorile

platourilor.
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Rezultate

Studiul I: Analiza efectelor administrarii curcuminei si EGCG-ului asupra liniei celulare de

carcinom epidermoid A-431

.....

linia celulara A-431

Linia celulara A-431 a fost tratatd cu o concentratie fixd de curcumind de 5 pM si
concentratii diferite de EGCG, cuprinse intre 0,1 — 5 uM, fie cu o concentratie constanta de 1 uM
EGCG si concentratii cuprinse intre 0,1 — 10 uM curcumina, incubate pentru 48 de ore. Prin co-
administrarea curcuminei cu EGCG se observa inhibarea proliferarii celulare de la concentratii de
5 uM curcumind + 2 pM EGCG, comparate cu proba control. Expunerea celulelor la co-
tratamentul format din concentratia de 1 uM EGCG si concentratii de 5 — 10 pM curcumina, indica
un rol protector al EGCG-ului impotriva inhibitiei supravietuirii clonogene induse de curcumina

(Figura 1).

Control 1 uM EGCG 1 puM EGCG
5 UM curcuminad 10 uM curcumina

o

Control 5 UM curcumina 5 uM curcumina
2 uM EGCG 5 uM EGCG

Figura 1. Testul de clonogenicitate la 48 de ore de la administrarea tratamentului. Godeuri
reprezentative in urma colorarii cu violet de gentiand, se observa o scadere a numarului si dimensiunilor

coloniilor de cu aproximativ 50% la administrarea concentratiei de 1 uM EGCG + 5 curcumind. Acelasi
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efect de inhibitie se observa si la expunerea celulelor la concentratia de 5 uM curcumina + 2 uM EGCG

cu scaderea numarului de celule concomitent cu cresterea concentratiilor de EGCG.

Colapsul potentialului membranar mitocondrial in linia celulara A-431, dupd co-administrarea
curcuminei cu EGCG.

In urma varierii concentratiilor de curcumini intre 25 si 100 uM in prezenta concentratiei
de 25 uM EGCG s-a constatat colapsul potentialului membranar mitocondrial in mod dependent
de doza (Figura 2).
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Figura 2. Analiza potentialului membranar mitocondrial cu JC-1, la 48 de ore de la administrarea
unor concentratii de EGCG si curcumini cuprinse intre 0 — 100 pM. A. Comparativ cu proba control
se observa o crestere a numarului de celule depolarizate datorat doar administrarii curcuminei (25 uM) ,
iar adaugarea unor concentratii de EGCG in prezenta curcuminei, nu modifica substantial acest efect. B.
Se observa o crestere a numarului de celule cu potential membranar mitocondrial scazut concomitent

cresterii concentratiei de curcumind de la 25 — 100 uM in prezenta concentratiei de 25 uM EGCG.

Efectul curcuminei asupra viabilitatii/proliferarii celulare prin metoda WST-1

Administrarea combinatd a polifenolilor la concentratii de 0 — 10 uM urmata de expunerea
la concentratii 50 — 100 uM a indus aparitia unui efect bifazic asupra proliferarii celulare, respectiv
concentratiile mici au condus la cresterea proliferdrii celulare n timp ce utilizarea unor concentratii

mari a indus aparitia de efecte citotoxice (Figura 3).
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Figura 3. Analiza viabilitatii/proliferarii celulare la 48 de ore de la expunerea celulelor la concentratii
de 5-100 pM curcumina si EGCG. A. Dupa expunerea la concentratii de curcumind de 10 uM si la
concentratii diferite de EGCG cuprinse in intervalul 0 — 100 uM, se observa o crestere a proliferarii
celulare pentru concentratii de 5 si 10 uM EGCG concomitent cu o scadere a proliferarii la cresterea
concentratiilor de EGCG. B. . In cazul aplicarii tratamentului reprezentat de concentratii de 0 — 100 uM
curcumind in prezenta concentratiei de 10 uM EGCG, rezultatul obtinut a demonstrat o tendintd in
cresterea proliferarii celulare la administrarea unor concentratii scazute de curcumind concomitent cu o

scadere a proliferarii celulare la cresterea concentratiilor de 50 — 100 uM curcumina.

Curcumina induce stres oxidativ, in timp ce EGCG demonstreazd un efect anti-oxidativ intr-o
manierd dependentd de dozd

Stresul oxidativ a fost indus -prin producerea speciilor reactive de oxigen la administrarea
concentratiei de 25 uM curcumina individual concomitent cu inhibarea formarii de ROS la

adaugarea concentratiilor de 25 — 100 uM EGCG (Figura 4).
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Figura 4. Curcumina induce producerea de specii reactive de oxigen, iar EGCG are un efect anti-
oxidativ in linia celulara tumorali A-431. Histograme reprezentative suprapuse pentru probele control
si probele tratate cu 25 uM curcumina si diferite concentratii de EGCG pentru 48 h. Se observa o inhibare

a producerii de ROS la 25 uM curcumina si concentratii variabile de EGCG peste 50 uM.

Efectul co-tratamentului curcumind si EGCG asupra viabilititii celulelor tumorale din linia
celulara A-431
Tn cadrul acestui studiu s-a demonstrat sciderea viabilitatii celulare dupa administrarea

combinata a celor doi polifenoli (Figura 5).
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Figura 5. Colorarea celulelor A-431 cu ioduri de propidiu dupi incubarea acestora pentru 48 de ore
cu diferite concentratii de curcumina si EGCG. A. Se observd o scadere a viabilitatii celulare in

momentul administrarii a 25 uM curcumind cu o mentinere acestor valori si dupd administrarea unor
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concentratii variabile de EGCG, pdna la 100 uM (p<0,0001****). B. Se observa o scadere a viabilitatii
celulare incepdnd cu administrarea concentratiei de 25 uM curcumind in prezenta EGCG-ului, iar

administrarea unor concentratii de 50 — 100 curcumina reduce viabilitatea celulara considerabil

(****p<0,0001).

Efectul curcuminei si al EGCG asupra ciclului celular
In ceea ce priveste fazele ciclului celular, la utilizarea concomitentd a curcuminei si al
EGCG-ului, s-a observat o dublare a celulelor A-431 in faza S, o crestere moderata a celulelor in

faza G2/M asociate cu o scadere a celulelor in faza GO/G1 (Figura 6).
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Figura 6. Histograme reprezentative ale intensititii fluorescentei iodurii de propidiu pentru proba

martor si probele tratate cu 25 pM curcumind/EGCG administrate impreuni sau individual.

Efectul curcuminei si al EGCG asupra apoptozei

Apoptoza a fost indusa la expunerea celulelor A-431 la concentratia de 25 uM curcumina,
in prezenta sau absenta concentratiilor de EGCG. S-a constatat ca principalul polifenol responsabil
de efectele citotoxice asupra liniei celulare de adenocarcinom epidermoid este curcumina, in timp

ce efectele EGCG sunt moderate (Figura 7).
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Figura 7. Curcumina induce apoptoza in cazul celulelor A-431 in prezenta sau absenta EGCG. A. S-
au observat diferente intre proba control si probele tratate, incepand cu expunerea la concentratia de 25
UM curcumind individual. Adaugarea concentratiilor de EGCG, nu a schimbat cu mult acest rezultat. B.
Curcumina induce apoptoza in cazul celulelor A-431 incepdnd cu 25 uM curcumind in prezenta
concentratiei de 25 uM EGCG, iar cresterea concentratiei de curcumind determind o scadere a celulelor

viabile, concomitent cu o crestere a celulelor apoptotice si a celulelor necrotice.

Studiul II: Analiza efectului curcuminei si EGCG asupra liniei celulare de fibroblaste
dermice normale CCD-1070Sk

Efectele curcuminei si ale EGCG asupra viabilitatii/proliferarii liniei celulare CCD-1070Sk
Rezultatele obtinute au demonstrat absenta citotoxicitatii celor doi polifenoli asupra liniei
celulare de fibroblaste normale CCD-1070Sk, cu exceptia expunerii la concentratia maxima de
curcumind, respectiv 100 uM in prezenta a 25 uM EGCG. Totodatd s-a observat si o usoard
crestere a proliferdrii celulare dupa expunerea la cei doi polifenoli in concentratii reduse, dar
rezultatele obtinute nu au avut semnificatie statisticd. Astfel, se observa ca administrarea

curcuminei si 8 EGCG-ului nu a avut efecte negative asupra fibrobrastelor din linia celulara CCD-
1070Sk (Figura 8).
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Figura 8. Analiza viabilititii/proliferarii la 48 de ore de la administrarea tratamentului. A.
Administrarea simultana a 25 uM curcumina si a 50 uM EGCG (concentratia maxima utilizatd in aceste
experimente) nu a scdzut viabilitatea celulara comparativ cu proba control. B. Administrarea unei
concentratii constante de 25 uM EGCG si a unor concentratii variabile de curcumina nu au indus
modificari semnificative ale viabilitatii celulare, cu exceptia probei in care a fost utilizatd concentratia cea

mai mare de curcumind, respectiv 25 uM EGCG si 100 uM curcumina

Studiul III: Comparatii privind efectul administrarii combinate sau individuale a EGCG si

a curcuminei asupra liniei celulare A-431

Comparatii privind evaluarea supravietuirii clonogene dupa tratamentul combinat, respectiv
individual al curcuminei si al EGCG asupra liniei celulare A-431

Comparatiile din cadrul acestui studiu, au fost obtinute datorita experimentelor realizate
anterior, utilizand diferite concentratii de curcumina si linia celulard de carcinom epidermoid A-
431. Rezultatele privind abilitatea celulelor tumorale de a forma colonii au indicat o inhibitie
partiald dupa administrarea a 5 uM curcumina, iar expunerea la 10 uM curcuminad a indus inhibitia
totala a supravietuirii clonogene. Dupd administrarea concomitentd a concentratiei de 5 uM
curcumina cu 0,5 — 5 UM EGCG, s-a observat efectul sinergic al celor doi compusi comparativ cu

administrarea individuald a 5 pM curcumina (Figura 9).
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Figura 9. Supravietuirea clonogeni dupad administrarea curcuminei individual sau in prezenta
concentratiilor de 0,1 — 5 pM EGCG. A. Concentratiile de 5 — 100 uM curcumind induc inhibitia partiala
a celulelor A-431 de la concentratia de 5 uM, iar concentratia de 10 uM induce inhibitia totald . B.
Administrarea a 5 uM curcumind in prezenta concentratiilor de 0,5 uM EGCG indica efectul sinergic al

celor doi compusi, conducdnd la inhibitia supravietuirii clonogene, iar expunerea la 0,1 uM EGCG

demonstreaza un efect protector.

Diferente in evaluarea potentialului membranar mitocondrial dupa co-administrarea
curcuminei cu EGCG si administrarea curcuminei individual in linia celulara de
adenocarcinom epidermoid A-431

In privinta potentialului membranar mitocondrial s-a observat o crestere a numarului de
celule depolarizate la administrarea unor concentratii crescute de curcumina incepand cu 25 pM
indiferent de prezenta sau absenta EGCG. Efecte asupra potentialului membranar mitocondrial s-
au observat la mentinerea concentratiei de 25 pM EGCG constante si utilizarea unor concentratii
diferite de 25 — 100 uM curcumina ceea ce a crescut numarul de celule depolarizate in mod
dependent de doza (Figura 10).
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Figura 10. Curcumina duce la cresterea procentului de celule A-431 care au pierdut A¥m in prezenta
sau absenta concentratiei de 25 pM EGCG. A.Cresterea numarului de celule cu depolarizare
mitocondriald dupa expunerea la diferite concentratii de curcumina (0 — 100 uM). B. Cresterea procentului
de celule cu depolarizare mitocondriala dupa expunerea la 25 uM EGCG + 25 uM curcumind pdna la
atingerea unor maxime dupd adaugarea curcuminei in concentratie de 50 si 100 uM (concentratia de 25

UM EGCG a fost mentinuta constanta).

Evaluarea fazelor ciclului celular in urma co-administrarii curcuminei si EGCG comparativ cu
expunerea individuald la curcumind in linia de carcinom epidermoid A-431

In cazul ciclului celular, dupa administrarea curcuminei individual, s-a observat sciaderea
populatiei celulare A-431 Tn faza GO/G1 in prezenta concentratiilor de 5 — 100 uM, concomitent
cu blocarea ciclului celular in faza G2/M. Tn cazul co-tratamentului, concentratii de 0 — 100 uM
EGCG si 25 pM curcumind scad numarul de celule in faza GO/G1 concomitent cu dublarea
numarului de celule in faza S si cresterea numarului de celule in faza G2/M (Figura 11). Rezultate
asemdndtoare s-au obtinut si dupd administrarea simultand a 25 uM EGCG s1 a concentratiilor

variabile de curcumina.
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Figura 11. Grafic comparativ in urma analizei ciclului celular dupid administrarea celor doua
tratamente asupra liniei celulare A-431. A. La administrarea unor concentratii de 25 UM, respectiv 100
UM curcumind se observa o scadere a populatiei celulare in faza GO/G1 concomitent cu blocarea ciclului
celular in faza G2/M. B. Se observa o scadere a numarului de celule aflate in faza GO/G1 a ciclului celular

concomitent cu dublarea numarului de celule in faza S, la administrarea concentratiei de 25 uM curcuminad

in prezenta sau absenta EGCG-ului.

Studierea efectului curcuminei si al EGCG-ului dupa utilizarea curcuminei in mod individual
si a tratamentului combinat dintre curcumina si EGCG asupra viabilitatii celulare in cazul
carcinomului epidermoid folosind citometria Tn flux

In ceea ce priveste viabilitatea celulara, curcumina a indus o scidere a numirului de celule

viabile A-431, atat in prezenta EGCG-ului cat si in lipsa acestuia, cu observarea efectului sinergic
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dintre curcumina si EGCG la concentratii de 25 uM EGCG + 25 curcumina (Figura 12).
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Figura 12. Grafic comparativ in urma analizei viabilitatii celulelor A-431 dupi administrarea celor
doua tratamente. 4. Concentratii de curcumind incepand cu 50 uM au indus scaderea numarului de celule
viabile. Datele obtinute au fost normalizate la proba control B. Se observa o scadere a viabilitatii celulare
de la administrarea concentratiei de 25 uM EGCG si concentratii 25 — 100 uM curcumind. Se observa

efectul sinergic al tratamentului combinat comparativ cu administrarea curcuminei individual.

Concluzii

Experimentele realizate in aceasta teza au avut ca drept scop observarea efectelor citotoxice
ale curcuminei si EGCG-ului asupra liniei celulare de adenocarcinom epidermoid A-431, prin
administrarea acestora concomitent sau individual. Curcumina si EGCG-ul sunt doi compusi
naturali ce au fost examinati de-a lungul timpului prin publicarea diferitor studii ce au avut ca si

scop descoperirea unui potential tratament natural impotriva cancerului.

Pentru a demonstra in ce masurd concentratiile de polifenoli utilizate influenteaza
dezvoltarea celulelor normale, acelasi tratament reprezentat de combinatii de curcumina si EGCG

a fost administrat liniei celulare de fibroblaste normale, CCD-1070Sk.

Tn cadrul experimentelor din primul studiu, intitulat ,,Analiza efectelor adminstrarii
curcuminei si EGCG-ului asupra liniei celulare A-431”, s-a demonstrat efectul citotoxic sinergic
al curcuminei si EGCG-ului prin inhibarea supravietuirii clonogene la administrarea co-
tratamentului reprezentat de curcumind si concentratii variabile de 0,5 — 5 uM EGCG, in timp ce
concentratia de 1 uM EGCG a avut un rol protector impotriva inhibitiei supravietuirii clonogene
induse de curcumini. In urma varierii concentratiilor de curcumina intre 25 si 100 uM in

combinatie cu administrarea unei concentratii de 25 uM EGCG s-a constatat colapsul potentialului
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membranar mitocondrial in mod dependent de doza. Administrarea combinatd unor concentratii
scazute de polifenoli (0-5 pM) urmata de expunerea la concentratii mari ale acestora (50-100 uM)
a indus aparitia unui efect bifazic asupra proliferarii celulare, respectiv concentratiile mici au
condus la cresterea proliferarii celulare in timp ce utilizarea unor concentratii mari a indus aparitia
de efecte citotoxice. Stresul oxidativ a fost indus prin producerea speciilor reactive de oxigen la
administrarea concentratiei de 25 pM curcumina concomitent cu inhibarea formarii de ROS la
aditia concentratiilor de 25 — 100 pM EGCG. In cadrul acestui studiu s-a demonstrat si scaderea
viabilitatii celulare dupa administrarea curcuminei si a EGCG-ului, dar si inducerea mortii celulare
prin apoptozi. In ceea ce priveste fazele ciclului celular, la utilizarea concomitenti a concentratiei
de 25 uM curcumina constant si a concentratiilor variabile de EGCG, s-a observat o dublare a
numarului de celule A-431 in faza S, o crestere moderata a numarului de celule in faza G2/M
asociate cu o scadere a numarului de celule in faza GO/G1. Rezultatele obtinute pe parcursul
primului studiu au demonstrat rolul eficace al curcuminei si EGCG-ului 1n scaderea potentialului
ROS si in blocarea ciclului celular in faza S in linia celulara A-431 prin administrarea acestora
concomitent. Totodata s-a constatat ca principalul polifenol responsabil de efectele citotoxice
asupra liniei celulare de adenocarcinom epidermoid este curcumina, in timp ce efectele EGCG
sunt moderate. Mai mult decét atdt, EGCG a demonstrat un rol anti-oxidativ in prezenta

curcuminei.

In studiul al doilea, intitulat “Analiza efectului citotoxic al curcuminei si EGCG asupra liniei
celulare de fibroblaste normale CCD-1070Sk ", s-a evaluat efectul pe care il au curcumina si
EGCG-ul intr-o linie celulara netrasformatd malign, utilizdind linia celulara CCD-1070Sk.
Rezultatele obtinute au demonstrat absenta citotoxicitdtii celor doi polifenoli asupra liniei celulare
de fibroblaste normale CCD-1070Sk, cu exceptia expunerii la concentratia maxima de curcumina,
respectiv 100 uM in prezenta a 25 uM EGCG. Totodatda s-a observat si o usoard crestere a
proliferarii celulare dupa expunerea la cei doi polifenoli in concentratii reduse, dar rezultatele
obtinute nu au avut semnificatie statistica. In concluzie, se observi ci administrarea curcuminei si

al EGCG-ului nu a avut efecte negative asupra fibrobrastelor din linia celulara CCD-1070Sk.

Tn cadrul celui de-al treilea studiu, “Compararii privind efectul administrérii combinate sau

individuale a EGCG §i a curcuminei asupra liniei celulare A-431”, s-a evaluat in ce masura
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administrarea concomitentd a curcuminei si a EGCG-ului are un efect distinct asupra liniei celulare
A-431, comparativ cu administrarea individuald a curcuminei. Comparatiile din cadrul acestui
studiu, au fost obtinute datorita experimentelor realizate anterior, utilizand diferite concentratii de
curcumina si linia celulara de carcinom epidermoid A-431. Rezultatele privind abilitatea celulelor
tumorale de a forma colonii au indicat o inhibitie partiald dupa administrarea a 5 pM curcumina,
iar expunerea la 10 pM curcumina a indus inhibitia totald a supravietuirii clonogene. Dupa
administrarea concomitentd a concentratiei de 5 uM curcumina cu 0,5 — 5 uM EGCG, s-a observat
efectul sinergic al celor doi compusi comparativ cu administrarea individuala a 5 pM curcumina.
Dupa administrarea 0,1 — 10 uM curcumina plus 1 uM EGCG, s-a observat un rol protector al

EGCG-ului impotriva inhibitiei supravietuirii clonogene induse de curcumina.

In privinta potentialului membranar mitocondrial s-a observat o crestere a numarului de
celule depolarizate dupa administrarea unor concentratii crescute de curcumind incepand cu 25
MM indiferent de prezenta sau absenta EGCG. Efecte asupra potentialului membranar mitocondrial
s-au observat la mentinerea concentratiei de 25 pM EGCG constante si utilizarea unor concentratii
diferite de 25 — 100 uM curcumina ceea ce a crescut numarul de celule depolarizate in mod
dependent de doza. Dupa utilizarea concentratiei constante de 25 uM curcumina si adaugarea unor
concentratii variabile de 5 — 50 pM EGCG nu s-au observat modificari ale potentialului membranar

mitocondrial.

In cazul ciclului celular, dupa administrarea curcuminei individual, s-a observat reducerea
populatiei celulare A-431 in faza GO/G1 in prezenta concentratiilor de 5 — 100 uM, concomitent
cu blocarea ciclului celular in faza G2/M. Tn cazul co-tratamentului, concentratii de 0 — 100 UM
EGCG si 25 pM curcumind scad numarul de celule in faza GO/G1 concomitent cu dublarea
numdrului de celule in faza S si cresterea numadrului de celule in faza G2/M. Rezultate
asemandtoare s-au obtinut si dupa administrarea simultand a 25 uM EGCG si a concentratiilor

variabile de curcumina.

In ceea ce priveste viabilitatea celulara, curcumina a indus o scidere a numirului de celule
viabile A-431, atat in prezenta EGCG-ului cat si in lipsa acestuia, cu observarea efectului sinergic
dintre curcumina si EGCG la concentratii de 25 uM EGCG + 25 pM curcumina. Prin realizarea
acestor experimente s-a demonstrat efectul diferit al curcuminei si EGCG-ului in functie de

concentratia administrata, dar g1 de testele efectuate.
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Concluzionand, in urma experimentelor efectuate s-a observat rolul citotoxic al curcuminei
mai pronuntat in comparatie cu cel al EGCG-ului, atat in cazul expunerii celulelor maligne A-431
la curcumina in mod individual cat si in prezenta EGCG-ului. Obiectivele cercetarii stiintifice au
avut drept scop evidentierea efectelor citotoxice a celor doi polifenoli, evaluarea efectului sinergic
al curcuminei si EGCG-ului, precum si evidentierea absentei citotoxicitatii curcuminei si EGCG-

ului asupra unei linii celulare normale.

Pentru obtinerea unor rezultate suplimentare in ceea ce priveste evaluarea efectului sinergic
dintre curcumina si EGCG, se pot efectua experimente in care sa se utilizeze mai multe concentratii
ale celor doi polifenoli. De asemenea, desi experimentele realizate in cadrul acestei teze contribuie
la o Tmbunatatire a cunoasterii modului de actiune al celor doi polifenoli in vitro, este esentiala
realizarea unor studii in vivo, urmate de studii clinice, Tn scopul descoperirii unui tratament anti-
cancerigen bazat pe compusi fitochimici, cunoscut fiind faptul ca acestia nu prezinta efecte

secundare nocive asupra organismului uman.
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