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1. INTRODUCERE

Cancerul ramane una dintre provocarile medicinei moderne deoarece reprezinta una dintre cauzele
majore de deces la nivel mondial, iar numarul de noi cazuri se afld in continua crestere. Cu toate acestea,
optiunile de tratament sunt Incd limitate si sunt asociate cu un numar crescut de reactii toxice la nivel
sistemic.

Cancerul cutanat reprezintad un tip de cancer frecvent intalnit in randul populatiei caucaziene. Acest
tip de cancer prezintd doud subtipuri, si anume, cancerul de tip non-melanom si cel de tip melanom. La
randul sau, cancerul de tip non-melanom se clasificd in carcinom bazocelular si carcinom scuamocelular.
Acest ultim tip de cancer este asociat cu o abilitate crescuta de metastazare, fiind asociat cu o letalitate
crescuta.

Cancerul de plaméan este un tip de cancer cunoscut pentru potentialul de invazivitate si metastazare,
situdndu-se in topul tipurilor de cancere cauzatoare de deces la nivel global, atat in randul femeilor cat si a
barbatilor. In prezent, terapia cancerului de pliman include radioterapia, chimioterapia, terapia tintitd si
interventia chirurgicald. Cu toate acestea, in prezent, medicina moderna se confruntd cu o mortalitate
crescutd asociatd cancerului pulmonar.

Cel mai comun tip de cancer este cancerul de san. Acesta reprezinta a doua cauza de deces la nivel
global. Cele mai predispuse la aparitia acestui tip de cancer sunt femeile cu varsta cuprinsa intre 45-55 de
ani. Terapia clasica a cancerului de san include indepartarea chirurgicala a tesutului afectat, chimioterapia,
radioterapia si terapia hormonala.

Datorita faptului ca terapia conventionald este asociatd cu numeroase efecte toxice, iar rezultatele
nu sunt mereu pozitive, cercetarile recente s-au concentrat pe descoperirea de noi compusi terapeutici care
sd prezinte o actiune tintitd. Una dintre tintele biologice cercetata pentru efectul antitumoral al compusilor
este mitocondria. De asemenea, studiile recente au incercat sa se concentreze pe compusi naturali care sa
posede o actiune antitumorala selectiva avand ca tintd mitocondria. Unul dintre acesti compusi de origine
naturald este acidul oleanolic. Actiunile acestui compus sunt documentate in literatura si cuprind efecte
precum: antiinflamator, antiioxidant si antitumoral. Cu scopul de a-i mari activitatea biologica, acidul
oleanolic a suferit o serie de derivatizari.

Printre aceste derivatizari se numara si conjugarea cu Rhodamina B care are ca scop obtinerea unui
compus cu actiune antitumorala selectiva care sa prezinte ca loc de actiune mitocondria si care sa poata fi
incadrat 1n categoria compusilor numiti in literatura de specialitate “MITOCAN”.

2. SCOPUL CERCETARII

Scopul lucrarii de fata a inclus caracterizarea complexa si evaluarea mecanismului de actiune
antitumoral al unui derivat de acid oleanolic conjugat cu Rhodamina B sintetizat Th laboratorul Prof. Dr.
Prof. Dr. René Csuk (Halle, Germania) si notat in continuare ,,RhodOA”, pe diferite modele experimentale
in silico, in vitro si in vivo.

Obiectivele specifice au fost urméatoarele:



1. Evaluarea efectelor in vitro ale RhodOA in ceea ce priveste proprietatile antioxidante si efectele
citototoxice, anitmigratoare si antibacteriene.

2. Evaluarea in detaliu a mecanismului de actiune prin determinarea modificarilor morfologice
celulare si la nivel de organite celulare, precum si, efectul compusului asupra respiratiei celulare.

. EVALUAREA IN SILICO A MECANISMULUI DE ACTIUNE ANTIPROLIFERATIV
MITOCONDRIAL AL UNOR DERIVATI DE TRITERPENE PENTACICLICE

Scopul primului studiu a fost evaluarea prin intermediul andocarii moleculare a mecanismului de
actiune la nivelul mitocondriei a unor derivati de triterpene pentaciclice conjugati cu Rhodamina B.

Structurile proteice necesare acestui studiu au fost disponibile de la Protein Data Bank RCSB. Softul
folosit pentru andocarea moleculara folosit a fost Autodock Tools 1.5.6. Moleculele ligand corespunzatoare
derivatilor triterpenici conjugati cu Rodamina B au fost: acidul betulinic, acidul gliciretic, acidul maslinic,
acidul oleanolic, acidul platanic si acidul ursolic. Structurile au fost desenate folosind Biovia Draw si au
fost convertite Tn format 3D folosind softul Open Babel al OyRx. n final, scorurile Tnregistrate pentru
moleculele ancorate au fost obtinute sub forma de valori ale energiei de legare libera (kcal/mol). Modelele
de legare a proteinelor ligand au fost analizate folosind softul Accelerys Discovery Studio 4.1.

Rezultatele obtinute au aratat faptul cé derivatul de acid oleanolic conjugat cu Rhodamina B are valori
remarcabile de energie Tn cazul proteinelor NDH si SDH care sunt, de fapt, complexele I si II ale lantului
de transport al electronilor. Aceste rezultate sugereaza faptul ca derivatul de acid oleanolic prezinta efecte
asupra viabilitatii celulare ca urmare a actiunii la nivelul mitocondriei.

1. EVALUAREA CAPACITATII ANTIOXIDANTE ALE DERIVATULUI DE ACID
OLEANOLIC CONJUGAT CU RHODAMINA B

Scopul studiului a fost evaluarea efectului antioxidant atat al derivatului de acid oleanolic, cat si a
Rhodaminei B pure, neconjugate. Numeroase studii din domeniu s-au concentrat pe efectul antioxidant
asupra acidului oleanolic, iar descoperirile recente au aratat faptul cd acesta prezintd un efect antioxidant
atat prin reactia directd cu speciile reactive de oxigen cat si prin cresterea expresiei enzimelor antioxidante
precum catalaza si tioredoxin peroxidaza.

Pentru evaluarea capacitatii antioxidante a RhodOA si Rhod a fost utilizata metoda DPPH. Au fost
testate cinci concentratii ale derivatului de acid oleanolic (20, 40, 60, 80 si 100 nM) precum si cinci
concentratii de Rhodamina B neconjugatd (20, 40, 60, 80 si 100 nM). Ca si etalon pentru activitatea
antioxidanta a fost folosit acidul ascorbic.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul cd atait RhodOA cat si Rhod au prezentat o activitate
antioxidanta similara acidului ascorbic atunci cind DPPH a fost folosit in concentratie de 0.1 mM. Ambii
compusi au prezentat o activitate antioxidantd de aproximativ 80%, comparativ cu activitatea acidului
ascorbic de aproximativ 94%. In ceea ce priveste activitatea antioxidanti a RhodOA si Rhod atunci cand a
fost folosit DPPH cu concentratie de 1 mM, s-a observat faptul ca acestia au o activitate antioxidanta mai
scazuta, dar, cu toate acestea, valorile obtinute pentru activitatea antioxidanta au fost peste 50%.



In concluzie, RhodOA prezintd o activitate antioxidantd puternicd, similara cu cea a acidului
ascorbic, atunci cand DPPH este folosit in concentratie de 0.1 mM. Cu toate acestea, atunci cdnd DPPH
este folosit in concentratie de 1 mM, activitatea antioxidantd a compusilor este mai scazuta, dar, se situeaza
peste 50%.

1. ACTIVITATEA CITOTOXICA SI ANTIPROLIFERATIVA A RhodOA
COMPARATIV CU CEA A ACIDULUI OLEANOLIC

Scopul acestui studiu a fost evaluarea efectului citotoxic si antimigrator al RhodOA comparativ cu cea
a acidului oleanolic pur, nederivatizat, asupra liniei celulare sanatoase de keratinocite umane — HaCaT si
asupra liniilor celulare tumorale de melanom uman — A375, adenocarcinom pulmonar — A549 si
adenocarcinom de san — MDA-MB-231. Efectul de scadere a viabilitatii celulare produs de catre RnodOA
si Rhod a fost determinat prin intermediul testului MTT, iar capacitatea de inhibare a proliferarii celulare a
fost evaluata prin utilizarea tehnicii scratch. Pentru a evalua efectul citotoxic, celulele au fost stimulate timp
de 24, 48 si 72 de ore cu cinci concentratii de RhodOA (20, 40, 60, 80 si 100 nM), cinci concentratii de
Rhodamina B neconjugata (20, 40, 60, 80 si 100 nM) si cinci concentratii de acid oleanolic pur (20, 40, 60,
80 si 100 nM).

Rezultatele obtinute au aratat faptul cd RhodOA prezinta un efect citotoxic dependent de timp si
doza utilizata. Efectul de scadere a viabilitatii celulare produs de catre RhodOA s-a observat doar in cazul
liniilor celulare tumorale, Tn timp ce, linia celulard sanitoasd de keratinocite umane nu a fost afectata. In
acelasi timp, Rhodamina B neconjugatd nu a prezentat efecte vizibile asupra viabilitatii celulare.
Comparativ cu efectul derivatului RhodOA, acidul oleanolic, nu a prezentat un efect major asupra
viabilitatii celulare. Valoarea viabilitatii celulare s-a situat in jurul valorii de 90-100% chiar si dupa o
stimulare de 72 de ore.

In concluzie, prin derivatizarea acidului oleanolic si conjugarea cu Rhodamina B se obtine un
compus cu o activitate antitumorala marita. Un aspect important il constituie faptul ca derivatul de acid
oleanolic nu prezintd efecte toxice asupra keratinocitelor umane sanatoase, acest lucru indicand
selectivitatea fatd de celulele tumorale.

V. TEHNICA IMUNOFLUORESCENTEI

Scopul acestui studiu a fost evaluarea modificarilor produse de catre RhodOA asupra nucleului,
mitocondriei si fibrelor de actind, oferindu-se astfel o imagine mai complexa asupra mecanismului de
actiune al derivatului de acid oleanolic.

Tehnica imunofluorescentei s-a realizat pe linia celulara tumorala de melanom uman — A375 si pe
linia celulard de keratinocite umane — HaCaT. Linia celulard tumorald a fost aleasd in urma rezultatelor
obtinute prin tehnica MTT, A375 fiind cea mai afectata linie celulard tumorald. RhodOA a fost testat Tn
patru concentratii diferite, trei dintre ele utilizate mai apoi in evaluarea efectului asupra respiratiei celulare
(10, 20 si 30 nM) si cea mai mare concentratie utilizata in studiul de viabilitate celulara (100 nM). Pentru
vizualizarea nucleului s-a folosit coloratia DAPI, pentru vizualizarea fibrelor de actind a fost folosit
anticorpul Alexa Fluor® 555 Phalloidin, iar pentru vizualizarea mitocondriei a fost folosit Anti-COX 1V
antibody Mitochondrial marker.



Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ca derivatul de acid oleanolic determina modificari la
nivelul tuturor organitelor urmarite in acest studiu, in cazul liniei celulare de melanom uman. Astfel, la
nivelul nucleului s-a observat o condensare a cromatinei caracteristicd procesului de moarte celulara
survenita prin apoptoza. La nivelul fibrelor de actind, S-a observat ca cea mai mare concentratie testata de
RhodOA, 100 nM, determini o condensare a fibrelor de actina. Tn final, la nivelul mitocondriei s-a observat
o crestere a numarului de mitocondrii localizate predominant in jurul nucleului. Toate aceste modificari nu
au fost observate, insa, in cazul keratinocitelor umane sanatoase, acest lucru sugerand faptul ca derivatul
prezinta un efect selectiv asupra celulelor de melanom.

In concluzie, derivatul de acid oleanolic este capabil si produci modificari ale morfologiei
nucleului, mitocondriei si fibrelor de actind. Important de subliniat este faptul ca aceste modificari au fost
observate exclusiv in cazul liniei celulare tumorale. Din acest motiv, putem deduce faptul ca prin
derivatizarea acidului oleanolic se obtine un compus cu o activitate biologica marita si selectiva.

V. STUDII DE RESPIRATIE CELULARA

Scopul acestui studiu a fost evidentierea efectelor produse de catre derivatul de acid oleanolic asupra
respiratiei celulare, atat in cazul liniei celulare tumorale de melanom uman, cat si in cazul liniei celulare
sanatoase de keratinocite umane. Pentru determinarea efectului asupra respiratiei celulare, au fost testate
trei concentratii diferite de RhodOA (10, 20 si 30 nM), iar respiratia celulard a fost determinata prin
intermediul studiilor de respirometrie de inalta rezolutie (Oxygraph-2k Oroboros Ltd.).

In ceea ce priveste efectele derivatului de acid oleanolic asupra liniei de keratinocite umane, rezultate
obtinute au aratat faptul cd RhodOA determind o crestere a tuturor ratelor respiratorii. Pe de alta parte,
asupra liniei de melnom uman, RhodOA, determina intr-o maniera dozo-dependenta, o scadere a ratelor
respiratorii. Din acest motiv, se poate afirma faptul ca RhodOA determind o scadere a consumului de
oxigen. Tn plus, s-a observat ci RhodOA determin o inhibare a respiratiei active si o scidere a capacitatii
respiratorii maxime a sistemului de transfer de electroni. Pe langa aceste modificari, RhodOA determina si
o scadere dependentd de doza testatd a respiratiei bazale.

Prin determinarea efectului RhodOA asupra respiratiei celulare, putem concluziona cd aceasta
determind o scadere a tuturor frecventelor respiratorii in cazul liniei celulare de melanom uman, in timp ce
in cazul liniei celulare de keratinocite umane sanitoase, nu are niciun efect toxic. Coreland efectul
antitumoral observat in studiile de viabilitate si imunofluorescenta cu efectul asupra functiei mitocondriale,
putem concluziona ca noul derivat ai acidului oleanolic conjugat cu Rodamina B poate fi clasificat ca
"MITOCAN".

VI. METODA MEMBRANEI CORIOALANTOIDE



Scopul acestui studiu a fost observarea efectului compusului RhodOA asupra vaselor de sange in ceea
ce priveste efectul antiangiogenic al acestuia, dar si observarea potentialului efect iritativ si anti-iritativ al
derivatului asupra membranei corioalantoide.

Pentru determinarea efectului exercitat de RhodOA asupra angiogenezei, au fost testate cinci
concentratii de derivat (20, 40, 60, 80 si 100 nM), iar ouale au fost observate timp de cinci zile. Tn ceea ce
priveste efectul iritativ si anti-iritativ al derivatului de acid oleanolic, acesta a fost testat in doua concentratii,
80 si 100 nM, iar modificarile produse la nivelul vaselor de sange ale membranei corioalantoide au fost
observate timp de cinci minute.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ca dupa trei zile de aplicare a derivatului asupra membranei
corioalantoide, acesta determind o scadere a numarului de capilare nou formate. Cel mai puternic efect anti-
angiogenic a fost observat in cazul concentratiei de 100 nM. In ceea ce priveste potentialul efect iritativ al
derivatului, acesta nu a fost observat nici In cazul celei mai mari concentratii testate. Dupa aplicarea
concentratiei de 100 nM, nu au fost observate modificari ale vaselor de sange. Tn schimb, atunci cand
RhodOA este aplicat Tnainte de aplicarea dodecilsulfonatului de sodiu (SDS) cunoscut ca fiind un iritant
penntru vasele de sange, RhodOA determina o scadere a efectului iritant al SDS.

In concluzie, RhodOA prezinta o activitate biologici crescuti, avind un efect pronuntat asupra
angiogenezei. In ceea ce priveste efectul iritant, acesta nu a fost observat asupra membranei corioalantoide,
chiar si la cea mai mare concentratie testatd. De asemenea, RhodOA nu a produs modificari majore ale
vaselor de sange si nu a influentat viabilitatea embrionilor de pui.

VIl. EVALUAREA ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A RhodOA

Scopul studiului a fost evaluarea activitatii antimicrobiene a derivatului de acid oleanolic asupra mai
multor specii bacteriene (Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Echerichia coli and Klebsiella pneumonia).

Activitatea antimicrobiana a fost determinata prin metoda de difuziune in agar. Ca si control a fost
folosita gentamicina pentru bacili si stafilococi si gentamicina pentru streptococi i enterococi.

Rezultatele obtinute au sugerat ca derivatul de acid oleanolic prezinta o activitate antibacteriana usor
superioara antibioticului control in cazul speciilor Streptococcus mutans si pyogenes. In ceea ce priveste
restul speciilor bacteriene, activitatea RhodOA la cea mai mare concentratie testata (100 nM) a fost similara
cu cea a antibioticului control. Exceptia, in care RnodOA a arétat o activitate antibacteriand mai mica decat
cea a antibioticului control a fost observata in cazul Escherichia coli si Klebsiella pneumoniae.

In concluzie, derivatul acidului oleanolic, RhodOA, este un potential agent antibacterian in infectia cu
Streptococcus pyogenes si Streptococcus mutans atunci cand este utilizat la o concentratie de 100 nM. Cu
toate acestea, sunt necesare studii suplimentare pentru a elucida mecanismul actiunii antibacteriene.



CONCLUZII FINALE

Caracterizarea derivatului de acid oleanolic conjugat cu rodamina B a condus la urmaétoarele
concluzii finale:

1. Studiul in silico efectuat prin aplicarea abordarii de andocare moleculara a relevat cd RhodOA,
derivatul DE acidului oleanolic conjugat cu rodamina B, vizeazd mitocondriile prin legarea de proteinele
specifice complexelor I si II ale respiratiei celulare

2. RhodOA a aratat un efect antioxidant puternic comparabil cu acidul ascorbic in proiectul
experimental utilizat prin utilizarea testului de eliminare a radicalilor DPPH 0,1 mM.

3. RhodOA a exercitat un efect citotoxic dependent de doza si timp asupra tuturor liniilor celulare
tumorale testate (A375, A549 si MDA-MB-231), linia celulara de melanom - A375 fiind cel mai susceptibil
la efectul compusului. Cel mai semnificativ efect citotoxic a fost observat dupa un tratament de 72 de ore.
Tn plus, compusul a prezentat un profil sigur la keratinocite umane, sugerand un comportament citotoxic
selectiv orientat catre celulele tumorale.

4. Activitatea citotoxicad indusd de RhodOA in celulele melanomului se caracterizeaza prin aparitia
semnelor specifice apoptotice, ca: modificari ale formei celulelor (celule rotunjite) cu condensare a fibrelor
de actina la margini si fragmentare nucleara si condensare. Nu au fost detectate modificari morfologice la
keratinocitele umane in urma tratamentului cu RhodOA, evidentiind comportamentul citotoxic selectiv.

5. Administrarea acutd de RhodOA pe celulele melanomului uman permeabilizat a determinat o scadere
a respiratiei celulare caracterizatd printr-o scadere a tuturor ratelor parametrilor respiratori mitocondriali,
inclusiv respiratia bazala, respiratia activa si capacitatea respiratorie maxima. Acest efect a fost observat
numai n celulele melanomului, la keratinocitele umane - HaCaT fiind descris un efect stimulator.

6. RhodOA a dovedit un efect antiangiogen moderat asupra vaselor de sange ale membranei
corioalantoice a puilor de gaina, un efect iritant foarte scazut asupra membranei corioalantoice si un efect
antiiritant moderat.

7. RhodOA a prezentat activitate antibacteriand semnificativi numai impotriva tulpinilor de
Streptococcus pyogenes si Streptococcus pyogenes atunci cand este utilizat la o concentratie de 100 nM.

CONTRIBUTII ORIGINALE
Contributiile originale pot fi rezumate dupa cum urmeaza:

1. Evaluarea mecanismului de actiune mitocondrial a unei serii de derivati triterpenici, inclusiv al derivatul
de acid oleanolic conjugat cu rodamina B

2. Evaluarea activitatii antioxidante a RhodOA comparativ cu Rhod si Vitamina C.

3. Evaluarea activitdtii citotoxice a RhodOA pe mai multe tipuri de linii celulare tumorale, precum si a
capacitatii RhodOA de a inhiba migrarea celulara

4. Evaluarea capacitatii RhodOA de a modifica morfologia nucleului, mitocondriilor si fibrelor de actina
pentru a determina mecanismul de actiune antitumoral



5. Evaluarea efectului asupra respiratiei celulare de catre RodOA atét in cazul liniei celulare de melanom
uman, cat si in cazul liniei de keratinocite umane sanatoase

6. Evaluarea activitatii antiangiogene si a potentialului efect iritant si anti-iritant al RhodOA asupra
membranei corioalantoide

7. Evaluarea activitatii antibacteriene a RhodOA asupra mai multor tulpini bacteriene.

Cuvinte cheie: derivat acid oleanolic, melanom, cancer de plaman, cancer de sin, respiratie celulara,
mitocondrii, activitate antioxidanta, activitate antimicrobiana
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