Raport stiintific
Etapa 2. Evaluarea efectelor pro-apoptotice in vitro si a eficacititii antitumorale in vivo ale
PTX-UA PMs

Rezumat Etapa:

In aceastd etapa a fost realizata evaluarea efectelor pro-apoptotice in vitro si am testat
eficacitatea antitumorala in vivo ale PTX-UA PMs. Tn cadrul testelor in vitro a fost evaluata n
primul rand in Activitatea 2.8. citotoxicitatea formularilor PTX, inclusiv PTX liber, PTX-UA
PMs, PTX PMs folosind celule 4T1. Celulele au fost tratate utilizdnd diferite concentratii ale
formularilor PTX si evaluate cu ajutorul unui test CCK-8. Testarea in vitro a fost continuata in
Activitatea 2.1., in cadrul caruia potentialul proapoptotic al formularilor PTX, inclusiv PTX liber,
PTX-UA PMs, PTX PMs a fost evaluat folosind kitul ELISA Cell Death Detection. Studiul a fost
continuat cu testarea eficacitatii antitumorale in vivo ale PTX-UA PMs in cadrul Activititii 2.2.
Am realizat un model in vivo de xenogrefe tumorale in cadrul careia au fost inoculate tumori
xenogrefe la soareci Balb/c femele, prin injectarea in stratul glandular mamar a celulelor 4T1,
folosite si in cadrul experimentelor in vitro. Cand tumorile au ajus la o marime palpabild am
inceput sa administram paclitaxel-acid ursolic PMs (PTX-UA PMs), paclitaxel PMs (PTX PMs),
paclitaxel liber (PTX) si acid ursolic (UA) prin injectie intraperitoneald in doua concentratii
fiecare. Tn Activitatea 2.3. a fost monitorizata Cresterea tumorii la fiecare 3 zile dupa inoculare,
de asemenea, pierderea in greutate a animalelor. Analiza histopatologica a tumorilor a fost
efectuata prin colorare cu hematoxilind si eozind (H&E). Detectarea imunohistochimicd a
proteinelor Ki67 si PCNA a fost folosita pentru cuantificarea celulelor proliferative din tumori n
cadrul Activitatii 2.4.. Analiza celulelor tumorale apoptotice a fost efectuata prin testul TUNEL
in Activitatea 2.5.. Detectarea imunohistochimicd a proteinelor CD31 a fost utilizat pentru a
cuantifica densitatea microvaselor (MVD) in tesuturile tumorale folosind o metoda experimentala
similara cu cea a testului de colorare Ki67. Activitatea 2.7, a presupus diseminarea rezultatelor
sub forma unei prezentari poster la 0 conferinta nationald/internationala.

Descrierea stiintifica
Activitatea 2.1. Test ELISA pentru detectarea apoptozei celulare in vitro

Potentialul proapoptotic al formularilor PTX, inclusiv PTX liber, PTX-UA PMs, PTX PMs
a fost evaluat folosind kitul ELISA Cell Death Detection, urmand manualul utilizatorului pus la
dispozitie de producatorul Roche.

Modelul experimental utilizat este reprezentat de celule de carcinom mamar de soarece
(triplu negative) 4T1, acestea au fost repartizate cate 10* celule in fiecare godeu studiat. Fiecare
substanta de evaluat, a fost aplicata in 3 concentratii asupra culturii celulare de 4T1. In aceste
experiment am studiat efectul celor 3 concentratii ale urmatoarelor substante: PTX-UA-PMs,



PTX-PMs, PTX si UA; evaluand pentru fiecare substantd si concentratie potentialul de a induce
moarte celulard asupra culturilor de celule tumorale.
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Figura 1. Detectarea apoptozei celulare induse de tratamentele cu PTX-UA-PMs, PTX-PMs,
PTX si UA. Semnificatie statistica: *** p<0.001 comparat cu lotul control

Dupa analiza rezultatelor putem constata faptul ca administrarea de acid ursolic in diverse
concentratii nu influenteaza semnificativ statistic inducerea apoptozei celulare conparativ cu lotul
martor, din potrivd putem observa o usoara tendinta de stabilizare a celulelor cu cresterea
viabilitatii celulare comparative cu lotul control in direct corelatie cu administrarea concentratiei
maxime de acid ursolic. Toate cele trei concentratii a citostaticului in cele 3 formulari distincte
produc o crestere semnificativa a inducerii mortii celulare la nivelul culturilor de 4T1, putand astfel
concluziona ca toate cele 3 formulari in diverse concentratii administrate au efect pozitiv asupra
celulelor tumorale studiate (Figura 1.). Dintre aceste formulari din punct de vedere statistic se
remarca in mod semnificativ formularea PTX-UA-PMs si PTX, aplicate la concentratia de 0,1uM
PTX pentru efectul lor pozitiv in inducerea mortii celulare a celulelor canceroase, dintre cele 2
formulari se remarcd compusul PTX-UA-PMs ca avand cel mai puternic efect antitumoral.

Activitatea 2.2. Model in vivo de xenogrefe tumorale

Pentru testarea efectului antitumoral in vivo s-au utilizat soareci Balb/c femele, in varsta
de 8 saptdmani. Acestia au fost crescuti in conditii standard de crescatorie in Biobaza de Animale
de Laborator din cadrul Institutului de Stiinte ale Vietii ,,Aurel Ardelean” al Universitatii de Vest
,» Vasile Goldis” din Arad. Toate procedurile experimentale au fost aprobate de Comisia de Etica a
Universitatii de Vest ,,Vasile Goldis” din Arad (17/6.07.2021). . Soarecii au fost cazati Tntr-un
microclimat controlat cu un ciclu de lumina/intuneric de 12/12 h, adaparea si alimentatia acestora
realizandu-se ad libitum.



Pentru inocularea tumorilor xenogrefe, 10° celule 4T1 suspendate in PBS (200 pL) au fost
implantate ortotopic in stratul glandular mamar a soarecilor in ziua 0. La zece zile dupa injectarea
celulelor, a fost calculat volumul tumorii (V) ca V = L x W?/2, unde L este lungimea iar W este
latimea tumorii masurata.
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Figura 2. Schema experimentala in vivo

Animalele au fost impartite in 10 grupuri a cate zece soareci, astfel incat volumele medii
ale tumorii sa fie similare intre grupuri. Am suplimentat loturile experimentale si cu un lot control
compus din 10 animale sanatoase. Solutia salina, paclitaxel-acid ursolic PMs (PTX-UA PMs),
paclitaxel PMs (PTX PMs), paclitaxel liber (PTX) si acid ursolic (UA) au fost injectate
intraperitoneal in cazul fiecarui grup in zilele 10, 13, 16 si 19 post-inoculare tumorald in doud
concentratii (Figura 2.), dupa cum urmeaza: (1) control: PBS (200 pL la fiecare 3 zile, ip), (2)
tumora — jumatate de lot a fost sacrificat n ziua 10 ca martor (inainte de tratamentul antitumoral)
si cealalta jumatatevla sfarsitul experimentului (ziua 22), au primit numai PBS (200 pL la fiecare
3 zile, ip), (3) PM PTX-UA (scdzut): micele polimerice JPL7 incarcate cu PTX si UA, administrat
la o concentratic de 10 mg/kg PTX (la fiecare 3 zile, ip), (4) PM PTX-UA (ridicat) : micele
polimerice JPL7 incarcate cu PTX si UA, administrat la o concentratie de 20 mg/kg PTX (la fiecare
3 zile, ip), (5) PM PTX (scdzut): micele polimerice JPL7 incédrcate cu PTX, administrat la o
concentratie de 10 mg/kg PTX (la fiecare 3 zile, ip), (6) PM PTX (ridicat): micele polimerice JPL7
incarcate cu PTX, administrat la o concentratie de 20 mg/kg PTX (la fiecare 3 zile, ip), (7) PTX
(scazut): 10 mg/kg PTX neformulat (la fiecare 3 zile, ip), (8) PTX (ridicat): 20 mg/kg PTX
neformulat (la fiecare 3 zile, ip), (9) UA (scazut) — au primit cantitatea de UA neformulat continut



in PM-urile PTX-UA de 10 mg/kg (la fiecare 3 zile, ip), (10) UA ( ridicat) —cantitatea de UA
neformulat continut in PM-urile PTX-UA de 20 mg/kg (la fiecare 3 zile, ip) (Tabelul 1.)

Tratament L.Ot
experimental
CONTROL sanatos fara tratament V1
sacrif. inainte de tratament V2
TUMOR -

sacrif. dupa tratament V3

low
PTX-UA-PMs : 10 mg/kg PTX V4
high 20 mg/kg PTX V5

low
PTX-PMs : 10 mg/kg PTX V6
high 20 mg/kg PTX V7

low
PTX : 10 mg/kg PTX V8
high 20 mg/kg PTX V9
UA low | catein PTX-UA-PMs low V10
high | cat e in PTX-UA-PMs high Vil

Tabelul 1. Loturile experimentale

Volumul tumorii si greutatea corporald a soarecilor au fost masurate la fiecare 3 zile. In
ziua 22 dupa inoculare, soarecii au fost eutanasiati sub anestezie, iar tumorile au fost colectate,
cantarite si fotografiate.

De asemenea, s-au recoltat jejunul proximal si colonul din toate grupurile experimentale.

Activitatea 2.3. Masurarea tumorilor si analiza histologici a acestora

Cresterea tumorii a fost monitorizata la fiecare 3 zile dupa inoculare, de asemenea,
pierderea in greutate a animalelor. Analiza histopatologicd a tumorilor a fost efectuata prin
colorare cu hematoxilind si eozina (H&E).

In cazul lotului martor in primele 10 zile se constati o usoara tendinti de cresterea greutitii
dupi care aceasta riméane aproape constantd pani la sfarsitul experimentului. In cazul loturilor
carora li s-au administrat celule tumorale se remarca o prima etapa de crestere a greutitii, care este
urmata de o etapa de stagnare, iar etapa finala este de pierdere a greutatii. Pierderea cea mai abrupta
a greutdtii se remarca la toate loturile experimentale unde au fost induse tumori in ultimele 3 zile
inainte de sacrificare. Scaderea cea mai semnificativa din punct de vedere statistic se constata in
cazul lotului a carei i s-a administrat PTX-UA-PMs in concentratie mare (Figura 3.).
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Figura 3. Evolutia greutatii animalelor in urma instalarii procesului tumoral si a efectului terapiei
antitumorale administrate

Volumul initial tumoral Tnainte de instituirea in ziua 10 a tratamentelor a fost aproximativ
egal in cazul tutror loturilor. Pana 1n ziua 13 se constatd o panta ascendenta lina in cazul tutror
loturilor tumorale tratate sau nu. Din ziua 13 pana in ultima zi al experimentului se constata o panta
ascendenta abrupta de cresterea volumului tumoral (Figura 4.).
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Figura 4. Evolutia volumului tumoral in urma efectului terapiei antitumorale administrate
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Figura 5. Reprezentare imagisticd a evolutiei volumului tumoral in urma efectului terapiei
antitumorale administrate
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Cea mai mare crestere a volumului total tumoral se inregistreaza in cazul lotului caruia nu
i s-a administrat tratament. Rezultate semnificative in reducerea volumului tumoral putem observa
in cazul formularilor in ordine descrescatoare PTX-UA-PMs high, PTX-PMs high, PTX-UA-PMs
low, PTX-PMs low. De aici putem concluziona ca incapsularea PTX in PMs are efect pozitiv in
reducerea volumului tumoral.

Formularile care nu folosesc PMs in nici o concentratie prezintd un volum net superior
formularilor care folosesc aceste micele, unele dintre ele apropiindu-se de lotul tumoral de control.
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Figura 6. Volumul tumoral obtinut in urma tratamentelor antitumorale in ziua 22 dupa inoculare
cu celule tumorale. Semnificatie statistica: * p<0.05, *** p<0.001 comparat cu lotul control



In Figura 6. prezentim reprezentarea graficd a evolutiei volumului tumoral in ziua 22 a
experimentului, aceasta fiind ilustrata si in imagini in Figura 5.

Greutatea tumorald la finalul experimentului urmeaza acelasi model ca si cele gasite in
cazul volumului tumoral gasite in ziua 22 (Figura 7.).
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Figura 7. Greutatea tumorala obtinuta in urma tratamentelor antitumorale in ziua 22 dupa
inoculare cu celule tumorale. Semnificatie statistica: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 comparat
cu lotul control

Administrarea paclitaxelului cuplat cu acid ursolic si incapsulat in micele polimerice JPL7
are efect pozitiv in reducerea volumului si greutatii masei tumorale.

Coloratia H&E a permis identificarea regiunilor tumorale care contin celule tumorale si a
regiunilor non-tumorale (stroma si celule stromale, limfocite, precum si zone de necroza si
infiltratie leucocitara (Figura 8).



Figura 8. Aspectul histopatologic al tumorilor la loturile experimentale V2 - tumora 10
zile, V3 - tumora 22 zile, V3 - PTX-UA-PMs scizut, V4 - PTX-UA-PMs ridicat, V5 — PTX-PMs
scazut, V6 —PTX-PMs ridicat), V7 - PTX scazut, V8 - PTX ridicat, V9 - UA scazut, V10 - UA
ridicat, obiectiv 10x

Activitatea 2.4. Analiza imunohistochimica a markerilor de proliferare a cancerului mamar

Ki67 este o proteina nuclearad care este strans legata de ciclul celular. Este un marker al
proliferarii celulare si a fost folosit pentru a stratifica categoriile de prognostic bun si prost in
cancerul mamar invaziv. Similar si PCNA este utilizat ca marker de proliferare celulara.



Tn cazul loturilor V2 si V3 se constati o imunopozitivitate a Ki67 si PCNA marcanta,
indicand o marcare nucleard a celulelor carcinomului mamar invaziv. Tratamentele au scazut
numarul de celule marcate pozitiv, in special pentru loturile V4, V5 si V9 (Figura 9.si 10.).

Figura 9. Expresia imunohistochimica a Ki67 la loturile experimentale V2 - tumora 10
zile, V3 - tumora 22 zile, V3 - PTX-UA-PMs scazut, V4 - PTX-UA-PMs ridicat, V5 — PTX-PMs
scazut, V6 — PTX-PMs ridicat), V7 - PTX scazut, V8 - PTX ridicat, V9 - UA scazut, V10 - UA
ridicat, obiectiv 20x



Figura 10. Expresia imunohistochimica a PCNA la loturile experimentale V2 - tumora 10

zile, V3 - tumora 22 zile, V3 - PTX-UA-PMs scizut, V4 - PTX-UA-PMs ridicat, V5 — PTX-PMs

scazut, V6 — PTX-PMs ridicat), V7 - PTX scazut, V8 - PTX ridicat, V9 - UA scazut, V10 - UA
ridicat, obiectiv 20x

Activitatea 2.5. Analiza celulelor tumorale apoptotice prin testul TUNEL

Pentru a cuantifica celulele apoptotice a fost efectuat testul TUNEL. Fragmentarea DNA
se nregistreaza dupa tratamente in special pentru loturile care contin paclitaxel la concentratie
mare (Figura 11,).



Figura 11. Evidentierea apoptozei celulare prin intermediul coloratiei TUNEL la loturile
experimentale V2 - tumora 10 zile, V3 - tumora 22 zile, V3 - PTX-UA-PMs scazut, V4 - PTX-
UA-PMs ridicat, V5 — PTX-PMs scazut, V6 — PTX-PMs ridicat), V7 - PTX scazut, V8 - PTX

ridicat, V9 - UA scazut, V10 - UA ridicat, obiectiv 20x

Activitatea 2.6. Analiza vascularizatiei tumorale

CD31 (PECAM-1) este un marker pentru diferentierea endoteliala, a fost utilizat pentru a
cuantifica densitatea microvaselor (MVD) in tesuturile tumorale folosind o metoda experimentala



similard cu cea a testului de colorare Ki67. Imunopozitivitatea este mai marcanta pentru tumora
netratata la 22 zile si mai scazuta pentru tratamente in special pentru doza mare de paclitaxel
formulat (Figura 12.)

Figura 12. Expresia imunohistochimica a CD31 la loturile experimentale V2 - tumora 10

zile, V3 - tumora 22 zile, V3 - PTX-UA-PMs scazut, V4 - PTX-UA-PMs ridicat, V5 — PTX-PMs

scazut, V6 — PTX-PMs ridicat), V7 - PTX scazut, V8 - PTX ridicat, V9 - UA scazut, V10 - UA
ridicat, obiectiv 20x



Activitatea 2.7. Diseminare
Participare la conferinte nationale / internationale:

1. Herman Hildegard, Leonard Atanase, Anca Hermenean. Development of a novel dual PTX-
ursolic acid loaded polymeric micellar system. The 44" Annual Scientific Symposium of the
Institute of Cellular Biology and Pathology “Nicolae Simionescu” (ICBP-NS) held jointly
with The 40" Annual Scientific Session of the Romanian Society For Cell Biology (RSCB),
November 16-17, Bucharest, Romania, 2023 — prezentare poster

Activitatea 2.8. Testul CCK8

Citotoxicitatea formularilor PTX, inclusiv PTX liber, PTX-UA PMs, PTX PMs a fost
evaluata folosind celule 4T1. Celulele au fost tratate folosind diferite concentratii ale formularilor
PTX si evaluate folosind un test CCK-8.

Modelul experimental utilizat este reprezentat de celule de carcinom mamar de soarece
(triplu negative) 4T1, acestea au fost repartizate cate 4x102 celule in fiecare godeu studiat. Fiecare
substanta de evaluat, a fost aplicatd in 3 concentratii asupra culturii celulare de 4T1. In aceste
experiment am studiat efectul celor 3 concentratii ale urmatoarelor substante: PTX-UA-PMs,
PTX-PMs, PTX si UA; evaluand pentru fiecare substanta si concentratie efectul acestora asupra
viabilitatii celulare tumorale.
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Figura 13. Detectarea viabilitatii celulare in urma tratamentelor cu PTX-UA-PMs, PTX-PMs,
PTX si UA. Semnificatie statistica: *** p<0.001 comparat cu lotul control



Din punct de vedere statistic nu se remarcd influente semnificative asupra viabilitatii
celulare produse de administrarea diverselor formuldri farmacologice in cazul utilizarii
concentratiei minime de 0,01 uM PTX (Figura 13.).

Administrarea singulard de acid ursolic n diverse concentratii nu are efecte semnificative
din punct de vedere statistic asupra viabilitatii culturilor de celule canceroase studiate.

Cresterea concentratiei de PTX la 0,1 respectiv 1 uM PTX 1n cazul celor 3 formulari care
contin PTX este direct proportionald si semnificativa statistic cu scaderea viabilitatii celulelor
tumorale. Dintre cele 3 formulari se remarca ca cel mai potent produs antitumoral PTX-UA-PMs,
acesta producand cea mai puternica scadere al viabilitatii celulelor canceroase 4T1.

Gradul de realizare a obiectivelor

Obiectiv 1. Proiectarea, dezvoltarea si caracterizarea unui nou sistem dual de micele polimerice
inteligente incarcate cu PTX-acid ursolic (PTX-UA PMs). — Activitatile: 1.1, 1.2, 1.3 (2022) —
grad de realizare 100%

Obiectiv 2. Evaluarea in vitro si validarea in vivo a efectelor antitumorale ale noilor PTX-UA PMs
Tmpotriva cancerului de san. — Activitatile: 1.4, 1.5 (2022), 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.8 (2023),
3.1, 3.2, 3.3, 3.4 (2024) — grad de realizare 69%

Livrabile realizate:

- rezultate al testului de apoptoza celulara pentru testatrea PTX-UA PM, in comparatie cu PTX
PM si1 PTX liber (Activitatea 2.1)

- protocol experimental in vivo, probe prelevate (Activitatea 2.2)

- morfometrie (Activitatea 2.3)

- imagini IHC cu markerele Ki67 si PCNA ale tumorilor (Activitatea 2.4)

- imagini test TUNEL ale tumorilor (Activitatea 2.5)

- imagini IHC cu markerul CD31 ale tumorilor (Activitatea 2.6)

- participare la conferintd internationala (Activitatea 2.7)

- rezultate CCK8 pentru testarea PTX-UA PM, in comparatie cu PTX PM si PTX liber (Activitatea
2.8)

Indicatori de rezultat, diseminarea rezultatelor:
O participare la conferinte nationale/internationale:

1. Herman Hildegard, Leonard Atanase, Anca Hermenean. Development of a novel dual PTX-
ursolic acid loaded polymeric micellar system. The 44" Annual Scientific Symposium of the
Institute of Cellular Biology and Pathology “Nicolae Simionescu” (ICBP-NS) held jointly



with The 40" Annual Scientific Session of the Romanian Society For Cell Biology (RSCB),
November 16-17, Bucharest, Romania, 2023 — prezentare poster

Director Proiect,

Dr.Herman Hildegard




