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Prezentarea generala a lucrarii

Acizii grasi sunt un grup de lipide esentiale tuturor organismelor vii, grupati in acizi grasi
saturati si acizi grasi nesaturati. Acizii grasi ®-3 si ©-6 sunt acizi grasi polinesaturati (PUFA)
recunoscuti ca molecule ce regleaza o varietate de functii biologice. Acestia servesc ca sursa
de energie, componenta a membranelor celulare si actioneaza ca molecule de semnalizare,
implicate in diferite procese, inclusiv expresia genica. In ciuda faptului ci sunt necesari pentru
mentinerea homeostaziei, lipsa enzimelor responsabile de sinteza endogena a acizilor grasi ®-
3 si -6 face necesar aportul alimentar constant, de aceea acidul linoleic si acidul a-linolenic
sunt numiti acizi grasi esentiali (EFA) (1, 2). Multiple studii se concentreaza pe evaluarea
modificarilor sistemice ale expresiei genelor cauzate de compusii naturali, la diferite niveluri
(transcriptomic, proteomic si metabolomic) pentru a deslusi procesele biologice si
mecanismele de actiune. Desi efectul ®-6 si -3 asupra sanatatii a fost partial elucidat fiind
prezentate in continuarea tezei efectele acestora, nu este inca clar, care este modul de actiune
ca molecule care promoveaza sanatatea, atat in conditii patologice, cat si fiziologice.

In ultimii ani, interesul pentru cercetarea compusilor naturali a fost revitalizat, cu scopul
de a identifica noi molecule cu rol anti-tumoral dar si antibiotice pentru combaterea rezistentei
antimicrobiene (3). Desi componente importante ale compusilor bioactivi extrasi din catina,
acizii grasi (FA) au fost mai putin explorati in ceea ce priveste efectele biologice. Uleiul de
catind este imbogatit in acizi grasi Saturati si nesaturati, CU o concentratic mare de acid
palmitoleic (POA) printre altele, cu efecte benefice dovedite asupra pielii (4). Acesta prezinta
efecte antioxidante si antitumorale pe linii celulare normale si tumorale, printre care cele
displazice cutanate (5-7). Exista putine studii legate de efectul acizilor grasi, extrasi din catina
sau cei din alte surse naturale, privind regenerarea si proliferarea celulard, majoritatea
publicatiilor din literatura de specialitate analizeaza efectul polifenolilor sau efectul global al
uleiului obtinut din catina sau alte surse naturale.

Activitate de cercetare care a stat la baza rezultatelor prezentate a fost desfasurata in
cadrul Institutul National De Cercetare-Dezvoltare In Domeniul Patologiei si Stiintelor
Biomedicale ,,Victor Babes” Bucuresti, Laboratorul de Biochimie- Proteomicd din care fac
parte din 2018 ca asistent de cercetare. Obiectivul general a fost reprezentate de implicarea

directd in imbunatatirea de tehnologii si produse din domeniul biotehnologiilor biomedicale si



farmaceutice, asigurarea transferului tehnologic rapid si eficient catre industria implicata in
producerea si comercializarea de bioproduse pentru sdnatate dar si integrarea acestora in
produse noi sau optimizate. Astfel, proiectele PNIII.P2-2.1-PED-2019-3141, numarul
382/2020, PN 19.29.01.04 si COP A 1.2.3./ grant ID:P_40_197/2016 au sustinut cercetarea in
cadrul laboratorului din Institutul National ,,Victor Babes” din Bucuresti, unde a existat un
interes marit pentru studiul compusilor naturali. Proiectele au urmarit dezvoltarea
biotehnologiilor medicale bazate pe proteomica, epigenetica, imunotoxicologie si imagistica
pentru terapii regenerative, bioterapeutice dar si nanobiotehnologii. Au fost investigate bazele
moleculare ale eficacitatii terapeutice si semnaturilor biochimice asociate acestor compusi,
urmdrind dezvoltarea de biofarmaceutice prin tintirea unor procese biochimice specifice,
explorarea de noi compusi dar si sisteme de livrare la nivel celular si intracelular. De asemenea,
a fost realizatd testarea preclinica si pregatirea testarii clinice a produselor, sistemelor si
metodelor bazate pe biotehnologii.

Scopul general al cercetarii in cadrul lucrarii de doctorat este de a evalua in vitro efectul
uleiului de catina si a acizilor grasi asupra proliferarii si inflamatiei in celulele normale si
tumorale precum si a modificarilor epigenetice induse, de la testarea citotoxicitatii si viabilitatii
celulare pand la analiza morfologiei celulelor tratate, expresiei de receptori implicati in
transport, modularii migrarii, repararii tisulare precum si a inflamatiei si metilarii ADN-ului
celulelor tumorale.

Ipotezele generale ale lucrarii de doctorat sunt urmatoarele:

I.  Uleiul din seminte de catind este o sursd potrivita de acizi grasi cu proprietati
regenerative asupra pielii;
[l.  Uleiul din seminte de cdtind este o sursa potrivitad de acizi grasi cu proprietati
anti-inflamatorii asupra pielii;
1. Uleiul din seminte de catina este o sursa potrivitd de acizi grasi cu proprietati
regenerative asupra pielii dupa expunerea la radiatii ultraviolete A (UVA)
IV.  Acizii grasi saturati au efect pro-tumoral asupra celulelor tumorale de melanom
V.  Acizii grasi ®-3 au efect anti-proliferativ asupra celulelor tumorale de melanom
VI.  Acizii grasi moduleaza metilarea ADN-ului genomic in celulele tumorale de
melanom

Obiectivele generale ale lucrarii de doctorat si ale cercetdrii realizate sunt:

o Evaluarea viabilitatii si a citotoxicitatii celulare dupa tratamentul cu acizii grasi



o Evaluarea efectului regenerativ al uleiului de catina pe linii celulare normale si
displazice
o Evaluarea efectului anti-inflamator al uleiului de catina pe linii celulare normale
si displazice
o Evaluarea efectului anti-proliferativ al acizilor grasi pe fibroblaste normale de
origine epidermald si tumorale de melanom
o Analiza metilarii globale a ADN-ului celulelor tumorale si a activitatii
enzimatice @ DNMT-urilor dupa tratamentul cu acizi grasi saturati si
polinesaturati
In aceasta lucrare sunt prezentate datele experimentale obtinute legate de proprietatile
regenerative ale acizilor grasi extrasi din catina si analiza efectelor modulatoare ale acestora
privind inflamatia dar si tumorigeneza, pe linii celulare normale, displazice si tumorale de la
nivel cutanat. Pentru realizarea acestor obiective, au fost realizate culturi celulare de
fibroblaste/keratinocite normale, keratinocite displazice si melanom conform indicatiilor
producatorului, teste de citotoxicitate si viabilitate celulara MTS si LDH, analiza morfologiei
si a incluziunilor lipide ale celulelor tratate si a celor iradiate utilizand coloratia Oil Red si
microscopie In contrast de fazd/filtru UV/TxRed, analiza proliferdrii si migrarii celulare
utilizand Nikon Biostation si platforma xCelligence RTCA DP, metode XMAP si ELISA pentru
detectarea interleukinelor si a factorilor de crestere, extratia ADN-ului genomic si evaluarea
metildrii globale ale 5-mc prin ELISA si Imunofluorescenta, dar si evaluarea activitatii
enzimate a DNMT-urilor implicate in metilarea globala dupa tratament.
Utilizand metodele de cercetare si metodologia prezentatd, rezultatele generale ale tezei
de doctorat vor fi prezentate prin intermediul figurilor de mai jos comentate.
Primul studiu a presupus evaluarea potentialului proliferativ al uleiulul de catina asupra
keratinocitelor normale si displazice - in conditii bazale si dupa iradiere UVA. Rezultatele

obtinute sunt:

I.  Uleiul de catina stimuleaza proliferarea keratinocitelor normale si displazice
ii.  Uleiul de catina inhiba migrarea keratinocitelor normale si displazice
iii.  Keratinocitele normale nu exprima CD 36 in conditii bazale
iv.  Iradierea UV a keratinocitelor normale si displazice creste expresia receptorului

CD36
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Figura 1. a) Iradierea UVA a keratinocitelor normale inhiba proliferarea, insa
tratamentul cu ulei stimuleaza proliferarea in conditii bazale dar si dupa iradiere. Uleiul
stimuleaza proliferarea keratinocitelor displazice, fara ca acest tratament sa prezinte exercite
efecte benefice. Monitorizare impendanta celulara prin xCelligence. b) CD36 este prezent in
keratinocitele displazice, dar nu in cele normale, iar expresia creste dupa iradiere.

Imunofluorescenta si Western Blot pentru CD36.

Studiul compara efectul uleiului din seminte de catind asupra keratinocitelor umane
normale si displazice, pornind de la premisa cd pielea normala este alcatuite din ambele tipuri
celulare, ale caror proportie se schimba odatd cu varsta si cu expunerea la factorii de mediu
nocivi.

S-a demonstrat ca acizii grasi de catind au capacitatea de a Tmbundtati rdspunsul post-
inflamator rezultat din expunerea la UV. Mai mult decat atat, acestia ar putea atenua efectele
arsurilor solare, activand procesele regenerative ale pielii (8). Expunerea UVA afecteaza in
mod diferit aceste populatii de celule din punct de vedere proliferativ si ar migrarii In zonele
afectate. Anterior s-a demonstrat ca keratinocitele displazice sunt mai putin capabile s migreze
in zona denudata decat keratinocitele normale, fiind mai afectate decat acestea din urma de

tratamentul UVA (9). In ceea ce priveste proliferarea celulari, expunerea la UVA a indus



oprirea ciclului celular pentru keratinocitele normale (10, 11); acest rezultat, discutat in (182),
poate duce la o crestere a timpului de dublare celulara, modificare observatd in urma
experimentelor de videomicroscopie in timp real si impedanta celulara. Celulele displazice nu
prezintd acest caracter protector; sunt predispuse proliferdrii in urma iradierii UV, iar
tratamentul cu ulei din seminte de catina stimuleaza acest comportament nociv. Un mecanism
posibil implicat in stimularea proliferarii celulelor displazice dupa tratamentul cu ulei din
seminte de catind ar putea fi absorbtia lipidicd mediata de CD36. Transportatorii de acizi grasi,
inclusiv CD36, sunt supraexprimati in tesuturile cu un metabolism crescut al acizilor grasi (12).
Acizii grasi sunt capabili sa activeze receptorii PPAR (184), factori de transcriere care
activeaza transcrierea genei CD36 (13). S-a demonstrat anterior ca celulele tumorale 1isi
modificd metabolismul lipidic (14) pentru a favoriza supravietuirea si proliferarea celulelor.
Un studiu realizat de Pascual si colab. a aratat ca celulele CD36+ sunt in directd legatura cu
dieta bogat in lipide iar potentialul metastatic are la baza metabolismul lipidic. In acest studiu,
celulele CD44+ izolate de la nivelul carcinoamele orale umane au exercitat 0 capacitate
distinctivd de a supraexprima atat genele receptorilor acizilor grasi CD36, cat si genele
implicate in metabolismul lipidic, accelerand astfel prpgresia metastazelor (14).

Concluzie de etapa: uleiul integral de catind, desi considerat in literatura ca avand efecte
benefice asupra pielii, poate agrava proliferarea celulelor displazice si le poate proteja de

efectul iradierii cu UVA, posibil prin cresterea expresiei receptorului CD36.

Cel de al doilea studiu a presupus evaluarea proliferarii, migrarii si inflamatiei dupa
tratamentul cu fractiile purificate din uleiul de catina a keratinocitelor si fibroblastelor dermale

normale. Rezultatele obtinute sunt urmatoarele:

I.  Fractia bogata in acid palmitic stimuleaza proliferarea celulara a keratinocitelor
normale si a fibroblastelor dermice normale

ii.  Fractia bogata in acid palmitic are efect anti-inflamator asupra keratinocitelor
normale si a fibroblastelor dermice normale

iii.  Fractia bogata in acid palmitic stimuleaza expresia VEGF in keratinocitele

normale intr-o manierd dependenta de timp

10
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Figura 2. a) Keratinocitele normale preiau fractiile purificate bogate in ALA si PA
evaluate prin Oil Red. b) Tratamentul cu fractiile purificate nu induce un raspuns inflamator,
evaluat prin valoarea IL-8 tehnica ELISA. c) Expresia VEGF evaluata prin tehnica xMAP
aratd ca F4 si PA stimuleaza factorul de crestere intr-o maniera dependent de timp,
comparative cu controlul. d) PA stimuleaza proliferarea keratinocitelor normale prin scaderea
timpul de dublare celulara prin xCelligence.

Uleiul din seminte de catina are multe efecte benefice raportate cu privire la sanatatea
pielii, cum ar fi vindecarea ranilor (15, 16), reglarea cantitatii de sebum si imbunatatirea
afectiunilor din dermatita atopica (4). Unele dintre aceste beneficii sunt atribuite acidului
palmitoleic, un acid gras nesaturat, care se gaseste in pulpa si coaja de catina dar absenta in
seminte (15, 17). Cu toate acestea, alti acizi grasi din uleiul de catina pot contribui, de
asemenea, la sanatatea pielii. De exemplu, acidul palmitic, gasit intr-o cantitate mare in
semintele de catina, este cunoscut a fi abundente in pielea umana sanatoasa,; el contribuie la o
bariera lipidica eficienta in modelele in vitro ale pielii si este utilizat de celule ca precursor
pentru mai mult tipuri de acizi grasi cu lant saturat. Acesta este utilizat in produse cosmetice
pentru piele si considerate sigure pentru administrare. Cu toate acestea, acizii grasi nu sunt
studiati, fiind trecuti trecute cu vederea, cele mai multe studii se concentreze pe acizii grasi
nesaturati (o-3 si ®-6). De asemenea, compozitia in acizi grasi a diferitelor derivate de catina

variaza in functie de suprafatd, de sezonul de recoltare si chiar de la cultivare la cultivare
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(mentionat in partea generala a lucrarii). Indiferent de acestea variatii, in studiu sunt prezentate
date legate de metoda de purificare a uleiului din seminte de catina in fractii imbogatite cu acizi
grasi saturati si nesaturati ale caror efecte asupra proliferarii celulelor epidermale au fost
testate. Au fost separate patru fractii, imbogatite in acid a-linolenic , acid linoleic, acid oleic si
acid palmitic, fractii care nu afecteaza viabilitatea celulara la o concentratie scazuta la nivel de
micromolar (50 pM sau mai putin) precum si preluarea acestora la nivel celular. In studiu se
demonstreaza ca fractiile purificate, in afard de acidul palmitoleic, pot fi utilizate pentru a
dezvolta produse legate de ingrijirea pielii, in ciuda variatiilor in compozitiile chimice ale
uleiului.

Dintre cele patru fractii purificate, ALA si PA — fractiile imbogatite nu au modificat
morfologia celulard a keratinocitelor normale si nu a determinat inflamatie in keratinocite
normale si fibroblaste dermice (evaluata prin eliberarea in mediul celular a citokinelor
inflamatorii - IL-6 si TNFa). Productia de IL-8 a fost remarcata in ambele tipuri de celule la
niveluri similare cu controlul. Se stie cd keratinocitele sunt o sursd bogatd de IL-8, care
stimuleaza migrarea, si este util pentru a induce vindecarea ranilor (18).

O alta citokina asociata cu proliferarea celulara este VEGF, de asemenea, produse de
keratinocite, care actioneaza prin semnalizare autocrina si stimuleaza proliferarea
keratinocitelor Este de remarcat faptul ca supraexpresia VEGF este asociata cu psoriazisul si
patologia tumorala (19) prin urmare, o expresie echilibrata este de dorit in urma aplicarii unui
tratament. Fractia imbogatita in acid palmitic a redus expresia VEGF, prin urmare, aceasta
fractia nu afecteazd mecanismul precizat mai sus. In cele din urma, dintre cele doua fractii,
fractiunea Imbogatita cu PA sprijinita keratinocite si proliferarea fibroblastelor, eventual prin
sustinerea metabolismului celular. Acest efect a devenit evident dupa aproximativ 30 h de
incubare, cu efect pregnant la 48 h.

Concluzie de etapa: dintre fractiile purificate din uleiul din seminte de catina, fractia
bogatd in acid palmitic sustine proliferarea celulara, fard a stimula inflamatia sau sinteza de
VEGF. Aceastd fractie este potrivitd pentru un tratament destinat pielii, necesitand teste
suplimentare in vivo . In ciuda imposibilitatii de a extrage acidul palmitoleic separat de acidul
a-linolenic din semintele de catina, am demonstrat ca alte fractii pot fi utilizate pentru a
dezvolta produse legate de ingrijirea pielii.

Cel de al treilea studiu a presupus evaluarea proliferarii, migrarii si metilariit ADN-ului
genomic dupa tratamentul cu acizi grasi al liniei tumorale de melanom uman. Rezultatele

obtinute sunt urmatoarele:
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i.  Acidul docosahexaenoic are efect antiproliferativ puternic asupra melanomului si

a fibroblastelor normale epidermale

ii.  Acidul palmitic inhiba migrarea liniei tumorale de melanom

iii.  Acidul palmitic are efect antiproliferativ asupra melanomului dar si a
fibroblastelor normale epidermale

iv.  Acidul palmitic creste nivelul de metilare al ADN-ului, fara modificarea
activitatii DNMT-urilor

V.  Acidul a-linoleic are efect antiproliferativ tumoral si nu influenteaza fibroblastele
normale epidermale

vi.  Acidul a-linoleic scade nivelul de metilare al ADN-ului, cu scaderea activitatii
DNMT-urilor
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Figura 3. a) Acidul palmitic inhiba proliferarea melanomului dependent de concentratie
evaluat prin masurarea impendantei celulara la xCelligence. b) Acidul palmitic scade
migrarea frontului celular evaluat prin scratch test. ¢) Acidul palmitic nu modifica activitatea
DNMT-urilor. d) si e) Acidul palmitic creste metilarea ADN-ului celulelor canceroase
evaluat prin ELISA si Imunofluorescenta.

Concluzie de etapa: Acidul palmitic are efect antiproliferativ asupra liniei tumorale de
melanom, ac‘gionénd prin inhibarea proliferarii si migrérii frontului celular, precum si prin
metilarii globale, metilare care nu este generatd de activarea DNMT-urilor. Efectul
antiproliferativ apare insa si la linia celulard normala, insd la concentratii mari, fara sa

moduleze metilarea ADN-ului.
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Componente importante ale compusilor bioactivi extrasi din catina, acizii grasi au fost
mai putin explorati in ceea ce priveste efectele biologice. Uleiul de catina este Tmbogatit in
acizi grasi saturati si nesaturati, avand efecte benefice dovedite asupra pielii normale, dar si
dupa expunerea UV. Acest studiu prezintd datele obtinute dupa testarea uleiului de catina si a
acizilor grasi componenti asupra regenerarii celulare si a pielii, inflamatiei si modularii
epigenetice a celulelor tumorale de melanom. Uleiul din seminte de catina stimuleaza
proliferarea keratinocitelor normale si displazice in conditii bazale dar si dupa iradiere UVA,
iradierea ducand la cresterea expresiei CD36. Fractiile purificate din uleiul din seminte de
catind bogate 1n acid palmitic au efect proliferativ asupra celulelor normale epidermale. Astfel,
a fost testat preclinic efectul acestui ulei si a fractiilor asupra liniilor celulare fiind pregatita
testarea clinica a acestor posibile produse cu utilizare in cosmetologie dar si ca suplimente. De
asemenea, acidul a-linoleic este un nutrient bioactiv cu posibila capacitate de modulator pozitiv
epigenetic, spre deosebire de acidul palmitic. Apare necesard evaluarea in studii viitoare a
expresiei ARNm a DNMT-urilor implicate in metilarea ADN-ului, precum si analiza
modificarilor post-transcriptionale ale histonelor H3 si H4 pentru investigarea mecanismului

de actiune al acizilor grasi ca modulatori epigenetici.

Concluzii si contributii personale

Prezenta lucrare si-a propus investigarea efectelor pe care anumiti compusi naturali i-
ar putea avea asupra proliferdrii celulare, cu scopul de a identifica posibili candidati cu
activitate anti-neoplazica in vitro. Pornind de la stadiul actual al cunoasterii, vast si bine
documentat pe anumite domenii (de exemplu: actiunile polifenolilor din extractele de plante,
activitatea antioxidantd a unor compusi sau amestecuri extrase din plante), am identificat acizii
grasi, saturati si polinesaturati, acidul palmitic, acidul oleic, acidul linoleic, acidul a-linolenic,
acidul palmitoleic si acidul docosahexanoic, mai putin studiati in relatie cu activitatea
antiproliferativd. Foarte multe studii legate de acizii grasi exploateaza rolul in inflamatie,
partial mediat de un receptor membranar capabil sd preia din mediul extern acizi grasi cu lant
lung de carbon si sa 1i introduca in celula - CD36. Ca urmare, a fost selectat uleiul de catina,
un compus derivat dintr-o planta care este raspandita si la noi in tard, bogata in acizi grasi si a
carei compozitie a fost studiata in mod repetat ca sursa de compusi cu actiune regenerativa. Ca
model de lucru am ales celule cu origine epidermala, deoarece rezultatele obtinute in vitro au
cea mai rapida translatabilitate catre o aplicare topica in Vvivo.

Activitatea de cercetare originala a fost structurata pe trei niveluri:
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)} studiul uleiului integral,
i) studiul separat al efectelor acizilor grasi componenti pe celule normale si
displazice;

iii) studiul efectelor antiproliferative ale acestor acizi grasi pe celule tumorale.

Rezultatele au confirmat initial datele din literatura, referitoare la efectele regenerative
ale uleiului de cétind pentru celulele epiteliale, dar au evidentiat in plus raspunsul aberant al
celulelor displazice la aceleasi conditii experimentale, bazal si dupi iradiere. In continuare, a
fost necesar s fie testat daca efectele obtinute sunt datorate amestecului de compusi activi din
uleiul de catind sau doar a unui compus anume, de aceea au fost testate toate fractiile de acizi
grasi purificati din uleiul de catina. Astfel, acidul palmitic prezintd efecte proliferative pe
keratinocitele normale, In acord cu literatura si, in plus, nu stimuleaza producerea de citokine
pro-inflamatorii. Acest studiu a fost extins catre celulele dermice normale, fibroblastele, care
dupa tratamentul cu acid palmitic in concentratii sub 100 uM migreaza mai rapid, prolifereaza
si pot in acest fel sa contribuie la vindecarea unei rani. In schimb, la concentratii crescute (intre
100-200 um) apare un efect inhibitor, care se mentine si in cazul celulelor de melanom. Ca
parte de investigare a mecanismului de actiune, a fost demonstrat ca tratamentul cu acid
palmitic creste metilarea ADN-ului, fara sd modifice actiunea proteinelor care catalizeaza
transferul unei grupari metil de pe donori pe citozina. In final, am comparat aceste efecte ale
acidului, un acid gras saturat, cu cele ale unor acizi grasi nesaturati, mentionati frecvent in
literatura ca avand printre altele efecte benefice cardiovasculare, care au putut fi purificati din
uleiul de catina. Dintre acizii grasi testati, acidul a-linoleic a avut la concentratii mari un efect
inhibitor asupra proliferarii celulelor de melanom, insa a favorizat migrarea transmembranara
scazand metilarea globala a ADN-ului. In concluzie, din punct de vedere al comportamentului
celular agresiv, malign, poate fi necesara o schimbare de paradigma in ceea ce priveste acizii
grasi esentiali, Tn care sunt de luat in considerare acizii grasi saturati ca avand efecte benefice,
pe anumite linii celulare In functie de fenotipul celular si de distributia receptorilor implicati in
metabolismul lipidic. Luand insa in considerare efectele sistemice, utilitatea actuala este
limitata la aplicari topice, insa biodisponibilitatea larga, efectul anti-tumoral si lipsa de
toxicitate pe celulele normale sustin avansarea cercetarii pe sferoizi si organoizi dar si modele
in vivo, ca directii viitoare.

In continuarea sunt prezentate rezultatele studiului in functie de ipotezele prezentate in

cadrul lucrarii:

I.  Uleiul de catina stimuleaza proliferarea keratinocitelor normale si displazice
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Vi.
Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Xiil.

Xiv.

XV.

XVi.

XVil.

XViil.

XiX.

XX.

XXI.

XXil.

XXiil.

Uleiul de catina are efect important de inhibare a migrarii keratinocitelor displazice
Uleiul de catina inhiba migrarea keratinocitelor normale

Tratamentul cu ulei de catina creste proliferarea keratinocitelor normale iradiate UV
Tratamentul cu ulei de catind creste proliferarea keratinocitelor displazice iradiate UV
Iradierea nu afecteaza preluarea si formarea de incluziuni lipidice

Keratinocitele normale nu exprima CD 36 in conditii bazale

Iradierea UV a keratinocitelor normale si displazice creste expresia receptorului CD36
Fractiile purificate din uleiul din seminte de catina bogate in acizi acid palmitic
respectiv acid o-linolenic nu prezintd citotoxicitate, similar cu acizi grasi standard
utilizati

Fractia bogatd 1n acid palmitic stimuleazd proliferarea celulara a keratinocitelor
normale si a fibroblastelor dermice normale

Fractia bogata in acid palmitic are efect anti-inflamator asupra keratinocitelor normale
Fractia bogata in a-linolenic nu stimuleaza expresia VEGF 1in keratinocitele normale si
fibroblastele dermice normale

Fractia bogata in acid palmitic moduleaza expresia VEGF intr-o maniera dependenta
de timp, similar situatiei bazale in keratinocitele normale si fibroblastele dermice
normale

Fractiile selectate scad secretia IL-8 in keratinocitele normale

Fractiile selectate nu modifica secretia IL-8 in fibroblastele dermice normale

Fractia bogatd in acid palmitic stimuleaza tardiv migrarea fibroblastelor dermice
normale

Acizii grasi formeaza incluziuni lipidice perinuclear in linia tumorald de melanom
Acidul docosahexaenoic are efect antiproliferativ puternic asupra melanomului si a
fibroblastelor normale epidermale

Acizii grasi, cu exceptia acidului linoleic, stimuleaza migrarea frontului liniei de
fibroblaste normale

Acidul palmitic inhiba migrarea frontului liniei tumorale de melanom cu afectarea
morfologiei celulare

Acidul oleic stimuleazd migrarea fronttului liniei tumorale de melanom

Acidul palmitic are efect antiproliferativ asupra melanomului dar si a fibroblastelor
normale epidermale dependent de concentratie

Acidul palmitic inhibd migrarea transmembranara a celulelor tumorale de melanom
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xxiv.  Acidul palmitic creste nivelul de metilare al ADN-ului, fard modificarea activitatii
DNMT-urilor

xxv.  Acidul a-linoleic are efect antiproliferativ tumoral dependent de concentratie si nu
influenteaza fibroblastele normale epidermale

xxvi.  Acidul a-linoleic scade nivelul de metilare al ADN-ului, cu scaderea activitatii DNMT-

urilor

In urma expunerii rezultatelor obtinute, apare necesara continurea experimentelor cu
evaludrii activitatii enzimatice a DNMT-urilor prin metoda ELISA precum si a expresiei
DNMT-urilor prin imunofluorescenta si Western Blot, evaluarea ARNm a DNMT-urilor prin
g-RT-PCR, precum si analiza modificarilor post-transcriptionale ale histonelor H3 si H4
(ELISA, imunofluorescenta si Western Blot) pentru investigarea mecanismului de actiune al
acizilor grasi ca modulatori epigenetici. De asemenea, este necesara testarea pe modele in vitro,
inclusiv obtinerea unor sferoizi pentru linia tumorald de melanom sau a unor organoizi de piele
pe care sa fie testate in continuare efectele anti-inflamatorii, anti-proliferative dar si ca
adjuvanti in tratamentul formarii metastazelor. Expresie receptorului CD36 poate fi de
asemenea inhibata prin utilizarea sulfo-N-succinimidil Oleat si studiat efectul tratamentului cu
acid palmitic, dar si cum este modulata metilarea in aceste conditii, experimente preliminare in
acest sens fiind efectuate pe linii de monocite dar si pe linia tumorald de melanom. Avand in
vedere formarea dobanditd pe parcusul anilor de doctorat, se pot genera linii celulare tumorale,
inclusiv de melanom, care pot fi editate genic prin sistemul CRISPR-Cas9, pentru CD36 K.O.

ce permit studiul functiei acestui receptor in proliferare si migrare transmembranara.
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