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Introducere

Cancerul este a doua cauzi de deces la nivel mondial dupd bolile cardiovasculare si
este prognosticat cd incidenta bolilor maligne va creste cu aproximativ 50% Tn urmétorii 10
ani concomitent cu industrializarea tarilor in curs de dezvoltare (Bray and Soerjomataram,
2015). In contextul imbatranirii populatiei globale si al cresterii prevalentei factorilor de
risc cardiovascular, in special in tarile dezvoltate si in curs de dezvoltare este in crestere
posibilitatea asocierii cancerului cu boli cardiovasculare. Aceasta asociere este cu atat mai
problematicd cu cit un numair mare de agenti antitumorali sunt cardiotoxici . In plus,
tratamentele conventionale antitumorale asa cum sunt chimioterapia si radioterapia duc
adesea la aparitia cancerelor secundare. Existd astfel necesitatea unor compusi adjuvanti cu
efect cardioprotector sau care prin cresterea aditiva sau sinergicd a efectului antitumoral al
agentilor chimioterapeutici si reduca concentratia, si deci citotoxicitatea exercitati de cei
din urma. Astfel, integrarea agentilor fitochimici in terapie ca agenti adjuvanti ar putea
avea un rol in scaderea efectelor secundare asociate terapiilor oncologice utilizate in
prezent.

Lucrarea de fatd si-a propus studierea a doi compusi polifenolici, galatul de 3-O-
epigalocatehina (EGCG) si curcumina, in studii iz vitro de evaluare a efectelor citotoxice
in linii celulare de cancer. Efectele EGCG au fost studiate pe liniile de cancer epidermoid
A-431 si mamar SK-BR-3 iar curcumina in liniile celulare model pentru cancer mamar
MCF-7 de tip Luminal A si SK-BR-3 care supra-exprima ErbB2.

Obiectivele de cercetare au urmarit evaluarea citotoxicitatii compusilor in linii
celulare maligne prin studierea supravietuirii/proliferarii celulare, potentialului clonogenic
sub tratament, evolutiei ciclului celular, producerii de specii reactive de oxigen, modificirii
morfologiei nucleare si prabusirii potentialului membranar mitocondrial.

Pentru atingerea obiectivelor de cercetare propuse, am utilizat tehnici de culturi
celulare (agsa cum sunt pornirea liniei celulare in culturd, propagarea celulelor,
tratamentele, efectuarea prepardrilor pentru masuritori, colorarea cu cromofori sau
fluorofori si crioprezervarea) si tehnici de masuritoare asa cum sunt citometria in flux,

microscopia de fluorescenti si fluorimetria.



Stadiul actual al cunoasterii

Galatul de 3-O-epigalocatehini (EGCG) este cea mai abundenti catehina
prezenta in frunzele plantei de ceai, Camellia sinensis (Tachibana, 2011) si in cantitati mici
In diferite fructe asa cum sunt merele, prunele si fructele de padure (Bhagwat et al., 201 i
A fost ardtat ci toate catehinele sunt active biologic, cu actiuni in prevenirea bolilor
cardiovasculare , prevenirea cancerului (Yang and Wang, 2016), neuroprotectoare (Molino
et al., 2016) si antiinflamatoare (Ohishi et al., 2016).

Efectele citotoxice ale EGCG n celulele tumorale sunt mediate prin inhibarea p33
mutante si activarea caspazei 3 si caspazei 9 (Kwak et al., 2017), inhibarea Factorului 6
Asociat Receptorului pentru TNF (Zhang et al., 2016) si NF-xB st MAPK . EGCG reduce,
de asemenea, invazivitatea si metastazarea prin inhibarea ciclo-oxigenazei 2, receptorilor
pentru prostaglandina E, si metaloproteinazelor matriceale MMP-2 si MMP-9 .

Spre deosebire de liniile celulare tumorale in care EGCG duce la cresterea mortii
celulare prin apoptozi, a fost aritat ci in linii celulare netransformate malign supuse unor
stimuli cu potential vitimator, asa cum este stresul oxidativ, EGCG are un efect protector,
inhiband apoptoza . Utilizarea EGCG in tratamentul cancerului este ficutd mai tentantsi de
descoperirea faptului ci polifenolul poate avea actiune sinergici cu agenti
chimioterapeutici asa cum sunt doxorubicina (Yao et al., 2016) sau oxaliplatina (Yunos et
al., 2011), in timp ce prezintd efecte cardio-protectoare (Yao et al., 2016), hepato-
protectoare si actiune antioxidanti (Yunos et al., 2011).

Deoarece multe dintre tintele de actiune ale EGCG se afl in aval de semnalizarea
prin ErbB, a fost lansati ipoteza conform cireia EGCG poate actiona asupra acestor
receptori fie prin interferarea cu legarea EGF la ErbB1 si inhibarea functiei de tirozin-
kinazd, fie prin cresterea internalizirii receptorului ErbB1 in endozomi. S-a aritat ci
EGCG poate reduce activarea ErbB1, ErbB2 si ErbB3 in celulele de cancer de colon sau a
ErbB2 in celulele de cancer mamar . Maj mult, asa cum a fost aritat de grupul nostru
experimental, EGCG poate reduce exprimarea ErbB1 si ErbB2 prin interferarea cu
distribuirea n subdomeniile de tip lipid raft (plute lipidice) ale membranei plasmatice .

Studiile clinice cu EGCG au recomandat doze de pana la 800 mg de EGCG pe zi,
administrat per os. In aceste studii EGCG a fost administrat in amestecuri de catehine din
ceaiul verde si a fost aritat ci astfel de compozitii potenteaza efectul compusului. EGCG a

fost tolerat bine in studiile clinice de fazi I s1 II, cele mai observate efecte adverse fiind



greata, descrisa in aproape toate studiile, desi Intr-un procent mic al pacientilor , urmati de
discomfort sau durere abdominali $i cresterea enzimelor serice .

Curcumina este un polifenol din planta Curcuma longa, studiat pentru un numar
mare de beneficii care includ efecte anti-infectioase (Mazumder et al., 1995), anti-
inflamatorii (Zhang et al., 2017), de protectie hepato- si cardiovasculard , anti-trombotice
(Kim et al., 2012) si anticancer. Printre efectele citotoxice ale curcuminei, au fost descrise
inducerea apoptozei prin cresterea exprimarii receptorilor 4 si 5 pentru moarte si
exprimarea scdzutd a unui numir mare de kinaze, enzime si proteine antiapoptotice asa
cum este Bel2 . A fost ardtat ca celulele maligne sunt considerabil maj sensibile decat
celulele normale la actiunea curcuminei de a induce moartea celulard si de a reduce
potentialul clonogen (Patel et al., 2015). De asemenea, s-a demonstrat abilitatea
curcuminei de a scade nivelurile si fosforilarea ErbB2 in celulele tumorale care supra-
eXprima aceastd proteind prin ubicuitinare s1 degradarea de citre capatul carboxiterminal
al proteinei de interactiune cu Hsc-70 .

Curcumina a fost introdus in studii clinice de faza I care au recomandat doze orale
de aproximativ 4 g de curcumini pe zi sau de 8 g de curcumina pe zi , doze care au fost
tolerate bine, cu niveluri joase ale toxicitdtii. In studiile clinice de faza II curcumina a fost
bine toleratd, de asemenea, atunci cand a fost administratd in combinatie cu compusi
chemoterapeutici standard asa cum sunt doclitaxel in cancerul mamar avansat, cu
metastaze sau gemcitabina la pacienti cu cancer pancreatic avansat . Un studiu a aritat
actiunea curcuminei de a preveni cancerul colorectal, compusul reusind si reduci cu 40%

numdrul focarelor de cripte anormale la pacientii cu risc crescut .



Contributii personale
Materiale si metode

Culturi celulare. Experimentele au fost efectuate utilizand liniile celulare de carcinom
epidermoid A-431, adenocarcinom mamar SK-BR-3 si carcinom ductal mamar MCEF-7.
Celulele aderente au fost crescute in flaskuri de 25 sau 75 de cm’, in mediu complet -
DMEM suplimentat cu 10% FBS (ser fetal bovin, Sigma, F9665) inactivat termic, 1%
Penicilind/ Streptomicini si L-glutamind 2 mM, intr-un incubator umidificat la 37°C gj
atmosfera cu 5% CO,.

Celulelor mentinute in culturi li s-a efectuat pasajul de pana la 20 de ori printr-un protocol
C¢ a constat intr-o spalare in PBS, incubare timp de 10 minute cu tripsina la 37°C,
inactivare a tripsinei in volum dublu de mediu complet, centrifugare timp de 5 minute Ia
1500 rpm, dilutia suspensiilor celulare, resuspendare in mediu complet si insdmantare in
flaskuri noi.

Analiza citotoxicitatii. Pentru a evalua actiunea citotoxici a EGCG asupra celulelor
tumorale am utilizat analiza citotoxicitatii cu WST-1. Celulele ay fost insamantate in plici
cu 96 de godeuri cu fundul plat, la o densitate de 7 x 10° celule/proba iar dupi 24 de ore,
celulele au fost incubate cu 0, 0,5, 2,5, 10 UM EGCG timp de 48 de ore. Absorbanta
formazanului a fost masurats la lungimea de undi de 450 nm s1 corectatd prin scaderea
absorbantei misurate la 620 nm utilizdnd ca spectrofotometru un cititor de placi
Flexstation 3 (Molecular Devices).

Evaluarea supravietuirii clonogene. Celulele au fost Insdmantate pe plici cu 6 godeuri si
lasate sa adere. Dupa 48 de ore, celulele au fost tratate cu concentratii diferite de EGCG
sau curcumind in mediu complet si incubate la 37°C timp de 7 zile. Dupa finalizarea
perioadei de incubare, a fost indepértat mediul, celulele au fost spalate o datd in PBS,
fixate in 3,7% paraformaldehidi timp de 5 minute, colorate cu 0,5% violet de gentiana
timp de 15 minute si spélate cu apa de la robinet in abundenta. A fost fotografiat fiecare
godeu, iar pozele au fost utilizate pentru numdrarea automati a coloniilor in software-ul
ImageJ v.1.48. Numarul de colonii pentru fiecare conditie a fost utilizat pentru calcularea
concentratiei pentru care se obtine jumatate din efectul maxim (ECsp) si fitarea curbelor

doza-raspuns in GraphPad Prism v.5, utilizdnd formula:

Maxim—-Minim
1+10(L0gEC50-X)xPantaHill

Y = Minim +



unde X este log din concentratie, Y este procentul rdspunsului, minim si maxim sunt
valorile platourilor.

Determinarea exprimirii moleculelor de semnalizare, Celulele au fost insaméntate in
flaskuri de 75 cm? si au fost lisate si adere timp de 24 de ore si apoi au fost tratate cu
curcumind 0 sau 25 pM timp de 48 de ore. Celulele au fost detasate cu tripsind, numarate si
impdrtite in alicote de 10° celule/proba. Probele au fost spilate o dati in PBS, centrifugate
si apoi fixate in paraformaldehidi 3,7% in PBS, spalate si permeabilizate cu Triton X-100
0,2% n PBS. Celulele fixate si permeabilizate au fost incubate cu anticorpi anti-FAK-PE
anti-ERK1-PE, anti-c-Fos-PE, anti-pERK-FITC sau anti-HSP90-PE timp de 1 ori la 4 °C.
Dupa incubarea cu anticorpi, celulele au fost spalate o datd in PBS si misurate prin
citometrie in flux utilizind un citometru Gallios Beckman Coulter (excitatie: 488 nm,
emisie: 525 + 40 nm pentru FITC si excitatie: 488 nm, emisie: 575 + 30 nm pentru PE).
Eevaluarea morfologiei nucleare prin microscopie de fluorescenti. Celulele A-431 si
SK-BR-3 au fost insimantate pe placi cu 6 godeuri la o concentratie de 2 x 10* s,
respectiv, 5 x 10* celule/godeu. Dupa 24 de ore, celulele au fost tratate cu EGCG la
concentratia de 0 (martor), 10, 15, 20, 25 sau 30 UM. Dupi 48 de ore, celulele aderente au
fost spélate o datd cu PBS timp de 5 minute, fixate timp de 15 minute in formaldehidi
3.7%, spélate din nou in PBS si colorate cu 5 pg/ml de timp de 10 minute. Au fost
achizitionate imagini in cAmp luminat s1 de fluorescenta utilizand un microscop inversat
Zeiss Axiovert 40 (pentru fluorescenta Hoechst a fost utilizata excitatia la lungimea de
undé de 365 nm iar fluorescenta emisi a fost selectats cu un filtru dicroic cu separare la
395 nm si un filtru long pass de 420 nm).

Analiza producerii speciilor reactive de oxigen. Dupa ce au fost ldsate si adere timp de
48 de ore, celulele au fost tratate cu concentratii diferite d¢ EGCG sau curcumini. Dupa
incubare, celulele au fost detasate prin tripsinizare, spilate in PBS si numadrate utilizand un
hemocitometru. In fiecare probd au fost addugate 5 x 10° celule si apoi probele au fost
centrifugate si resuspendate in carboxi-H,DCFDA 10uM. Dupa incubarea timp de 30 de
minute cu carboxi-H,DCFDA, celulele au fost spalate si resuspendate in PBS si masurate
utilizand un citometru in flux Gallios Beckman Coulter (excitatie: 488 nm, emisie: 525 +
40 nm).

Pentru analiza statisticd a fost utilizat testul ANOVA Iway cu post-testul Bonferroni
pentru compararea mai multor seturi de date in software-ul GraphPad Prism. Pentru
reprezentarea grafica in acelasi software a cresterii concentratiei intracelulare de specii

reactive de oxigen a fost ficuta fitarea utilizand formula:
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Maxim-Minim
1+10WL0gEC50-X)xPantaHill

Y = Minim +
unde X este log din timp, Y este raspunsul exprimat ca numir de ori al cresterii speciilor
reactive de oxigen, minim si maxim sunt valorile platourilor.

Microscopie de fluorescentii pentru evaluarea producerii de specii reactive de oxigen.
Celulele A-431 au fost Insimantate pe plici cu 6 godeuri la o concentratie de 5 x 10*
celule/godeu. Dupa 48 de ore, celulele au fost tratate cu EGCG la concentratia de 0
(martor), 10, 20, 50 sau 100 uM. Dupa 24 de ore, celulele aderente au fost spélate o data cu
PBS timp de 5 minute, fixate timp de 15 minute in formaldehida 3,7%, spélate din nou in
PBS si colorate cu carboxi-H,DCFDA 10 uM timp de 30 de minute la 37 °C. Au fost
achizij[ionaté imagini de microscopie in cAmp luminos si de fluorescentd utilizdnd un
microscop inversat Zeiss Axiovert 40 (pentru fluorescenta carboxi-H,DCFDA a fost
utilizata excitatia la lungimea de unda de 460-480 nm selectati cu un filtru BP 470/20, iar
fluorescenta emisa a fost selectatd cu un filtru dicroic cu separare la 495 nm si un filtru
band pass 505-530 nm).

Analiza fazelor ciclului celular. Au fost insdmantate 2 x 10° celule MCF-7 sau SK-BR-3
in placi cu 6 godeuri si lasate si adere timp de 24 de ore. S-a realizat sincronizarea
celulelor in faza Gy/Gy prin inlocuirea mediului complet cu mediu fard ser. Dupa 24 de ore
celulele au fost incubate timp de 72 de ore cu 0, 1, 10, 25 sau 100 uM curcumina in mediu
complet. Dupa terminarea perioadei de tratament, celulele au fost detasate prin tripsinizare,
spalate in PBS, numarate utilizand un hemocitometru si portionate 5 x 10° celule pe proba.
Probele au fost colorate prin incubarea timp de 15 minute cu jodurd de propidiu in solutie
tampon de colorare care contine ARN-aze. Misuritoarea a fost ficuts prin citometrie in
flux utilizand un citometru Gallios Beckman Coulter (excitatie: 488 nm, emisie: 620 + 30
nm).

Analiza potentalului membranar mitocondrial. Celulele au fost insdmantate in plici cu
6 godeuri si tratate cu concentratii diferite de EGCG sau curcumini. Dupd tratament,
celulele aderate au fost colorate cu JC-1 5 pg/ml in mediu complet, timp de 15 minute la
37°C, tripsinizate, spalate cu PBS si masurate cu citometrul in flux Gallios Beckman
Coulter (excitatie: 488 nm, emisieyerge: 525 + 40 nm, emisi€og,: 575 + 30 nm).

Pentru obtinerea concentratiei ECsy punctele experimentale au fost utilizate pentru fitarea

curbelor doza-raspuns in GraphPad Prism v.5, utilizand formula:

= 100
T 1+10LogEC50-X)xPantaHill
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unde X este log din concentratie $1 Y este procentul celulelor care pastreazd un potential
membranar mitocondrial normal.

Evaluarea nivelului de exprimare a proteinei NF- kB. Dupi incubarea probelor timp de
72 de ore cu EGCG 5 sau 10 UM, celulele au fost fixate timp de 20 de minute la
temperatura camerei in paraformaldehida 3,7%, spalate, permeabilizate timp de 15 minute
la temperatura camerei cu Triton X-100 0,2% si colorate cu anticorpul anti-NF-kB (p65)
conjugat cu PE. Dupi ultima etapa de spalare, probele au fost masurate cu citometrul in

flux Gallios Beckman Coulter (excitatie: 488 nm, emisie 575 + 30 nm).
Rezultate

Efectele citotoxice ale EGCG fn liniile celulare A431 de cancer epidermoid si SK-BR-

3 de cancer mamar

Asa cum am ardtat in acest studiu tilizand metoda reducerii WST-1, EGCG a scizut
viabilitatea/proliferarea celulard in amandous liniile celulare testate, A-431 si SK-BR-3.
Aceste rezultate sunt in conformitate cu studii care au testat efectul antiproliferativ al
EGCG 1n alte tipuri de celule maligne.

De asemenea, tratamentul cu EGCG a afectat capacitatea de a forma colonii a
celulelor de cancer epidermoid A-431 si de cancer mamar SK-BR-3. Dozele de EGCG
necesare pentru obtinerea unui efect semi-maximal (ECs0) au fost mai mici decat cele
necesare pentru alte efecte mediate de EGCG studiate aici, fiind de 2,5 uM pentru celulele
A-431 si de 5,4 uM pentru celulele SK-BR-3. Aceasta se poate explica prin faptul ca
dezvoltarea coloniilor este influentatd nu doar de viabilitatea celulard, ci si de modificarea
proliferdrii celulare iar EGCG este cunoscuti a induce blocarea evolutiei ciclului celular.

Pentru a verifica in ce misura efectele observate in cazul analizelor de citotoxicitate
cu WSTI si de supravietuire clonogena reflectd actiunea EGCG de a scidea viabilitatea
celulelor maligne, am efectuat in continuare analiza viabilitatii prin colorarea cu iodurd de
propidiu si masuritoarea prin citometrie in flux. Analiza viabilitatii in urma tratamentului
de 72 de ore cu EGCG 100 pM a indicat un efect de scadere a viabilitatii al EGCG similar
pentru celulele SK-BR-3 aproximativ 70%, comparativ cu aproximativ 77% pentru
celulele si A-431.

Pentru a evalua modul in care tratamentul cu EGCG induce moartea celulars, am
evaluat potentialul membranar mitocondrial (A%m) dupa tratamentul timp de 72 de ore.

Tratamentul cu 100 pM EGCG a dus la sciderea Ay, in ambele liniile celulare, iar efectul
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a fost mai pronuntat in linia A-431 pentru care procentul de celule cu A¥,, prabusit a fost
mai mult de dublu cét cel din linia SK-BR-3 tratati in aceleasi conditii. Aceste rezultate,
luate Tmpreund cu rezultatele de viabilitate celulard, sugereazd apoptoza ca mecanism de
inducere a mortii celulare de catre EGCG. Astfel, utilizdnd aceleasi conditii de tratament
(concentratie de EGCG de 100 HM si 72 ore de tratament) s-a obtinut o viabilitate a liniei
celulare A-431 de 77% si un procent al celulelor cu A%, prabusit de 76%. Deoarece toate
celulele care si-au pierdut viabilitatea (indiferent de mecanismul prin care s-a produs
aceasta) au A ¥, prabusit, aceste date indici un procent de aproximativ 53% celule cu A i
prébusit dar viabile, iar sciderea potentialului membranar mitocondrial inaintea altor
modificari este caracteristici pentru apoptoza. Faptul cd EGCG poate induce apoptoza pe
cale mitocondriald in linii celulare maligne a mai fost ardtat anterior in mai multe linji
celulare asa cum este si MCF-7 (Hsuuw and Chan, 2007).

Pentru a confirma ¢ EGCG induce moartea celulars prin apoptoza, in ambele linii
celulare A-431 si SK-BR-3, am urmdrit modificarile morfologice nucleare induse de
EGCG. Experimentele au aritat ci EGCG induce modificdri nucleare specifice pentru
apoptozd in ambele linii celulare. Asa cum era de asteptat din rezultatele obtinute in cazul
potentialului membranar mitocondrial corelat cu viabilitatea celulara, linia A-431 a fost
mai sensibila la tratamentul cu EGCG, necesitand aproximativ jumétate din concentratia de
EGCG pentru a se obtine acelasi efect ca in linia celulard SK-BR-3.

Deoarece apoptoza pe cale mitocondrials poate fi declansatd prin inducerea
stresului oxidativ am urmarit in continuare efectul EGCG, in concentratii de 50 si 100 uM,
de a induce productia de specii reactive de oxigen. Am analizat producerea de SRO prin
colorarea probelor cu carboxi-H,DCFDA, atit prin citometrie in flux, cat si prin
microscopia de fluorescentd. Rezultatele au aritat un efect al EGCG de producere a
speciilor reactive de oxigen dependent de linie celulara. Astfel, 1n linia celulara A-431
producerea de SRO a fost semnificativi incepand cu concentratia de 10 uM, dar EGCG nu
a reusit sa induca stres oxidativ in cazul liniei celulare SK-BR-3.

Aceste rezultate completeazi tabloul inducerii mortii celulare in linia A-431:
EGCG induce producerea de specii reactive de oxigen care induce aparitia porilor
mitocondriali de tranzitie, cu eliberarea citocromului C si inducerea apoptozei. Acest
mecanism al EGCG de inducere a apoptozei a fost propus anterior pentru celulele SCC-25
de carcinom scuamos, dar nu este sustinut si de datele obtinute aici in cazul celulelor SK-
BR-3 de cancer mamar, in acest caz nefiind indus stres oxidativ iar procentul celulelor

viabile fiind similar cu procentul celulelor cu potential membranar mitocondrial normal.
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Totusi, asa cum am aratat prin colorarea nucleard cu Hoechst si In cazul acestei linii
celulare moartea celulard este indusi prin apoptoza. O explicatie ar putea fi oferitd de
mecanismele propuse de Lee si colab. prin care EGCG ar putea induce apoptoza prin calea
mitocondriald prin eliberarca de AIF (factorul care induce apoptoza), fira cresterea
producerii de SRO sau de Farhan si colab. prin care EGCG ar putea induce apoptoza in
mod independent de mitocondrii si fas, prin mobilizarea si reducerea cuprului endogen si
producerea de SRO care conduc la scindarea directi a ADN-ului

Asa cum am ardtat, concentratiile eficiente pentru inhibarea supravietuirii
clonogene si proliferarii/viabilitatii asa cum au fost evaluate prin teste de citotoxicitate au
fost cu un ordin de marime mai mici decat concentratiile necesare pentru ca EGCG si
exercite efecte precum inducerea de specii reactive de oxigen in linia A-431, depolarizarea
membranelor mitocondriale si modificarile morfologice nucleare caracteristice pentru
apoptoza in ambele linii celulare. Prin urmare, desi exista date in literaturd referitoare la
scaderea nivelului NF-kB (p65) prin incubarea timp de 24 de ore cu concentratii mai mari
de EGCG, de 10-40 uM am dorit si evaluim dacs doze mici de EGCG, similare celor
eficiente 1n inhibarea clonogena si proliferdrii/viabilitatii ar putea modifica exprimarea
proteinei NF-kB (p65). In experimentele prezentate aici, EGCG la concentratia de 5 sau 10
MM nu a dus la scdderea nivelului NF-kB (p65) sugerand posibilitatea existentei unui

mecanism de scadere a proliferarii de catre doze mici de EGCQG, inca necunoscut.

Efectele citotoxice ale curcuminei in linii celulare de cancer mamar MCF-7 de tip

Luminal A si SK-BR-3 care supra-exprimia ErbB2

Datele prezentate In aceste studii indic rezultate ale eficientei anti-proliferative ale
curcuminei similare pentru cele doud modele testate, concentratii mici de curcumini din
domeniul micromolar ducand la inhibarea formirii de colonii, cu linia celulard SK-BR-3
mai sensibild la acest efect (ECsy de 2,3 pM comparativ cu 12,3 uM pentru linia celulari
MCF-7). Curcumina a scizut, de asemenea, viabilitatea celulard similar pentru cele doua
linii celulare in cazul tratamentului timp de 72 de ore (in aceasti conditie de tratament,
curcumina prezintd un EC50 de reducere a viabilitatii de 38,9 in linia celularda MCF-7 si de
32,5 1n linia celulard SK-BR-3).

In acest studiu s-a stabilit ca inhibarea cresterii clonogene a avut loc la concentratii
mai mici de curcumind decat cele necesare pentru alte activitdti anti-proliferative ale

curcuminei agsa cum este, de exemplu, activitatea de scadere a viabilitatii celulelor maligne.
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Aceste rezultate sunt in concordanti cu rezultate anterioare care arati concentratii mai mici
ale curcuminei necesare pentru inhibarea formarii de colonii decit cele necesare pentru
inhibarea proliferarii/ supravietuirii asa cum este analizata intr-un test MTT . Asa cum am
aratat aici, curcumina a indus stres oxidativ in ambele tipuri celulare, dar celulele MCF-7
model pentru fenotipul de cancer mamar Luminal A au fost mai afectate decat celulele SK-
BR-3 care supra-exprimd ErbB2. A fost aritat anterior ci stresul oxidativ impiedica
proliferarea celulelor de cancer mamar prin utilizarea NADPH pentru a detoxifierea
speciilor reactive de oxigen si sciderea implicdrii acestei enzime in lipogeneza . Prin
urmare, unul dintre mecanismele implicate in reducerea formirii de colonii de cétre
curcumind ar putea fi scaderea proliferarii mediatd de stresul oxidativ.

Curcumina a scizut proliferarea celulelor maligne prin blocarea in diferite faze ale
ciclului celular (G2/M pentru modelul de cancer Luminal A si faza S pentru modelul de
supra-exprimare a ErbB2). Exista date contradictorii in literatura referitoare la capacitatea
curcuminei de a bloca evolutia ciclului celular al celulelor de cancer mamar din fenotipul
luminal A, existind studii care sugereaza efectul curcuminei de a bloca evolutia ciclului
celular al celulelor MCF-7 in faza G2/M i alte studii care indica blocarea in GO , studiul
prezentat aici venind in sustinerea primei teorii.

Experimentele efectuate cu ajutorul curcuminei au indicat rolul acesteia in scaderea
proliferarii §i supravietuirii liniilor celulare maligne, prin intermediul reducerii exprimarii
sau activarii unor molecule de semnalizare aflate in aval de receptorii pentru factori de
crestere sau insulind. Atunci cdnd a fost evaluati exprimarea si fosforilarea ERK,
curcumina nu a scdzut exprimarea sau activarea acestei proteine atunci cand aceasta s-a
aflat in aval de ErbB2 supra-exprimat in celulele SK-BR-3, dar a redus atit exprimarea ct
si fosforilarea ERK in celulele MCF-7 care nu prezintd amplificarea ErbB2.

Conform experimentelor preliminare din cadrul acestui studiu, curcumina reduce si
exprimarea altor proteine de semnalizare cu importantd in supravietuirea celulari si
proliferare asa cum sunt ¢-Fos, FAK si HSP90 in linia celulara MCF-7. in cazul liniei
celulare SK-BR-3, rezultatele au indicat un efect mai putin pronuntat al curcuminei. Astfel,
in aceastd linie celulard, curcumina a redus moderat exprimarea c-Fos in timp ce in cazul
exprimdrii FAK si HSP90 nu a avut efect sau chiar a dus la o usoara crestere a nivelului

acestor proteine de semnalizare
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Concluzii

In cadrul primului studiu, intitulat ,, Efectele citotoxice ale EGCG in liniile celulare
A431 de cancer epidermoid si SK-BR-3 de cancer mamar” am aritat ci tratamentul cu
EGCG induce moartea celulard prin inhibarea proliferarii/supravietuirii celulelor A-431 si
SK-BR-3, formarea de colonii cu concentratii eficiente de ordinul micromolar cu un singur
digit, induce producerea de specii reactive de oxigen in mod dependent de linia celular -
linia celulard A-431 fiind mai sensibild la acest efect decat linia celulard SK-BR-3 si
reduce potentialul membranar mitocondrial, A-431 fiind mai sensibile.

In cadrul celui de-al doilea studiu prezentat in cadrul acestei lucrdri — ,, Efectele
citotoxice ale curcuminei in linii celulare de cancer mamar MCF-7 de tip Luminal B si SK-
BR-3 care supraexprimd ErbB2” — am aritat ci tratamentul cu curcumini inhiba formarea
de colonii a liniilor celulare MCF-7 si SK-BR-3, duce la producerea speciilor reactive de
oxigen in mod dependent de linia celulard — linia celulard MCF-7 este mai sensibild — dupa
perioade scurte de tratament, mai mici de 2 ore, inhibi progresia ciclului celular in faze
diferite in functie de linia celulard — S pentru SK-BR-3 si Go/M pentru MCF-7. De
asemenea, incubarea cu curcumind a redus potentialul membranar mitocondrial in ambele
linii celulare, iar dinamica acestui efect in corelatie cu morfologia celulard sugereazi
inducerea mortii celulare prin apoptozi. Suplimentar, am aritat ci incubarea celulelor
tumorale cu curcuminid 25 pM induce sciderea exprimarii si fosforilarii ERK in linia
celulara MCF-7. Rezultate preliminare sugereazi un efect similar in cazul altor molecule
de semnalizare asa cum sunt cFos, FAK si HSP90, dar sunt necesare mai multe

experimente pentru a putea trage o concluzie in aceasti privinta.
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