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Cuvinte cheie: Etinilestradiol, levonorgestrel, melanom, cancer de san

Introducere

Cancerul reprezinta un grup boli ale caror principale caracteristici sunt cresterea si
multiplicarea anormald a celulelor, care persistd dupa indepartarea declansatorului initial,
avand ca efect formarea unei mase tumorale. Aceste tumori pot fi fie benigne (nu se pot
raspandi din locatia lor initiald) fie maligne (pot invada alte tesuturi). Tumorile maligne sunt
denumite cancere si, in functie de tipul de celule din care provin, pot fi impartite in mai multe
categorii: carcinoame, sarcoame, blastoame, tumori cu celule germinale, limfoame si leucemii.

Pielea este una dintre componentele organului cutanat, impreund cu anexele cutanate.
Pielea este cel mai mare organ din organism, care acopera suprafata sa externd si indeplineste
o serie de functii: bariera fizica, chimica si mecanica, organ senzorial pentru o serie de stimuli,
secretie, sinteza vitaminei D si termoreglare. Pielea este un organ complex, compus din trei
straturi, cu structuri si roluri diferite.

Incidenta cancerelor de piele a crescut in ultimii ani. Cauza lor principald este
expunerea la radiatii ultraviolete, desi factorii ereditari joacd un rol important in cresterea
riscului cancerigen. Cancerele de piele pot fi clasificate in cancere de piele non-melanomice,
sau melanoame maligne, fiecare categorie principald avand un numar de subtipuri.

Cancerul de san reprezintd cea mai frecventa forma de cancer diagnosticatd la femei si
a doua cauza de deces provocata de tumori maligne la femei. Cancerele de san pot fi impartite
in carcinoame in situ si invazive, care pot fi impartite in mai multe subcategorii, in functie de
tipul lor original de tesut.

Estradiolul si progesteronul sunt cei mai importanti hormoni steroizi la femeile adulte.
Efectele estrogenului la nivel tesut depind de receptorii de care se leaga. Exista doua tipuri de
receptori de estrogeni, ERa si ERP, cu profiluri genetice diferite, dar afinitati egale pentru
estradiol, iar efectele activarii lor sunt diferite si depind de raportul de semnalizare dintre cele
doua subtipuri.

Estrogenul are multe functii fiziologice, dar nivelurile hormonale crescute au fost legate
de incidenta crescutd a unor tipuri de cancer, in special a cancerelor de san si endometrial.

Etinilestradiolul, un estrogen exogen semisintetic, este utilizat pe scara larga in
contraceptivele orale. Pe 1anga actiunea contraceptiva, scade nivelul de testosteron si poate
intdrzia progresia cancerului de prostata si a demonstrat un efect protector Tmpotriva

osteoporozei si a cancerului de san.



Progesteronul este un hormon sexual endogen care joaca un rol important in reglarea
ciclului menstrual, fertilitate si embriogeneza.

Levonorgestrelul este un progestativ sintetic utilizat in contraceptivele orale combinate
sau ca agent unic in contraceptia de urgenta.

Contraceptivele orale reprezintd cea mai comund si sigurd formad de contraceptie
reversibila si pot fi utilizate pentru tratarea acneei, controlul dismenoreei si reducerea riscului
de cancer ovarian, de colon si endometrial. In ciuda numeroaselor beneficii, contraceptivele
orale au o serie de efecte secundare grave, cum ar fi infarctul miocardic sau tromboembolismul.
Motivatia studiului

Scopul general al tezei mele de doctorat a fost de a evalua influenta hormonilor sexuali
feminini asupra evolutiei unor forme de cancer dependente de hormoni.

In acest scop, am folosit variante sintetice ale celor doi hormoni care se gisesc in mod
obisnuit in contraceptivele orale, Etinilestradiol, Levonorgestrel si o combinatie a celor doi pe
celule de melanom uman si murin si pe linii celulare de cancer de san. Tn plus, am evaluat
stabilitatea termica a etinilestradiolului gasit in contraceptivele orale si am comparat afinitatea

de legare a receptorilor de estrogen prin andocare moleculara, folosind software-ul PyRx.

Studiul 1. Procesul de degradare termica a etinilestradiolului — studiu cinetic
Obiective:

Obiectivul principal al acestui studiu a fost realizarea unui studiu cinetic izoconversial
pentru etinilestradiol, deoarece datele din literaturd nu au oferit informatii cu privire la
procesele de descompunere heterogena pentru acest compus.

Materiale si metode:

Studiul a fost realizat folosind etinilestradiol achizitionat de la Sigma-Aldrich (St.
Louise, MO, SUA), fara purificare suplimentara.

Studiile FT-IR au fost efectuate folosind un spectrometru Shimadzu Prestige-21
(Duisburg, Germania), la 24 °C. Parametrii de functionare stabiliti au fost: rezolutie de 4 cm™
n intervalul spectral de 400-4000 cm™, folosind granule de KBr.

Au fost efectuate investigatii termo-analitice pentru a evalua stabilitatea probelor,
folosind un instrument Netzsch STA 449 C (Netzsch-Geratebau GmbH, Selb, Germania), in
intervalul 20-500 °C, atmosfera de aer, la rate de incalzire de2, 4, 6, 8 si 10 °C/min. Fiecare
proba a fost cantdritd in creuzete de aluminiu si analiza a fost efectuata sub aer artificial la un

debit de 20 mL/min.



Studiul cinetic asupra procesului principal de descompunere a etinilestradiolului a fost
realizat folosind AKTS—Thermokinetics Software (AKTS AG TechnoArk, Siders, Elvetia)
pentru metodele Friedman si Flynn-Wall-Ozawa, in timp ce metoda clasica Kissinger a fost
aplicata utilizand un fisier sablon creat de echipa noastra de cercetare.

Rezultate:

O metoda exploratorie pentru caracterizarea EE a fost spectroscopia FTIR.

In regiunea spectrala 3650-3100 cm, vibratiile de intindere v(O-H) pentru ambele
fragmente OH din structura EE sunt vazute ca o banda larga, sugerand legaturile puternice de
H intre moleculele in stare solida, suprapuse cu benzile inguste, coresunzatoare apei adsorbite
superficial.

Benzile de 1a 2972,31, 2935,66 si 2866,22 cm™ reflect vibratiile de intindere simetrice
si asimetrice pentru diferite legaturi C-H, in special (C-H), inclusiv cele de la fragmentul CHs
si cele CHa.

Spectrele FTIR ale compusilor care contin fragmente -CC-, cum ar fi fragmentul etinil
al compusului, prezinta benzi caracteristice care sunt foarte individualizate la 2357,01 si
2322,29 cm™. Aceste benzi sunt clare si sunt bine definite. Benzile de la 1614,42, 1585,49,
1500,62, 1471,69, 1446,61 si 1435,04 cm™, precum si pentru as(CHs) si as(C=C), sunt cauzate
de intinderea simetrici C-C (CH2). Benzile la 1373,32, 1357,89, 1298,09 si 1286,52 cm™
rezultd din Indoirea simetrica a metilului, primele doua benzi corespunzand hidroxililor (COH).
Benzile la 1255,66 si 1056,99 cm™ sunt probabil cauzate de vibratii (C-O), in timp ce celelalte
benzi ale amprentei sunt cauzate de vibratii ale scheletului si de diferite benzi combinate.

EE este stabil termic pand la o temperaturd de 71 °C, moment in care incepe un proces
de pierdere de masa ce dureaza pana la o temperatura de 101 °C. Primul pas al acestui proces
este initiat de eliminarea apei adsorbite superficial a probei.

EE anhidru este stabil pana la o temperatura de 177 °C, moment in care Incepe un proces
de descompunere ce se suprapune cu topirea compusului. Aceasta sugereaza prezenta formei
polimorfe II mai degraba decét a formei polimorfe I, care se topeste la 146 °C. Descompunerea
primara a EE are loc intre 187 si 324 °C, care este insotita de un efect exotermic asupra curbei
DSC cu un varf la 287 °C. Pe masura ce temperatura creste, are loc procesul de degradare
termica suprapusd, complicand si mai mult profilul termoanalitic.

Analiza cinetica a fost efectuatd pe curba DTG prelucrata, obtinut in atmosfera
dinamica de aer pentru urmadtoarele cinci viteze de incalzire B: 2, 4, 6, 8 si 10 °C/min.
Principalul proces de descompunere a EE care a fost supus analizei cinetice este cel care are

loc dupa formarea formei anhidre. Un studiu cinetic preliminar a fost realizat folosind metoda

5



Kissinger, care presupune ca gradul de conversie este constant si independent de viteza de
incalzire la varful DTG.

Pentru etapa principald a degradarii EE, valoarea pentru E, (energia de activare) este de
107,91 kJ/mol.

Metoda diferentiala Friedman (Fr) si metoda integrala Flynn—Wall-Ozawa (FWO),
doud metode izoconversionale, au fost utilizate pentru evaluarea valorilor lui E. ale
descompunerii vs. gradul de conversie a. Procesul de descompunere este deplasat la
temperaturi mai ridicate din cauza inertiei termice a probei, pe masura ce viteza de incalzire
creste.

Comparénd rezultatele obtinute prin metoda cinetice Kissinger si cele doua metode de
izoconversie, valorile obtinute pentru energiile de activare a descompunerii sunt in acord bun.
Ajustarea punctelor Tmax din metoda Kissinger sugereaza ca mecanismul de degradare al EE
sub stres termic este independent de viteza de incalzire.

Metoda izoconversiei a lui Friedman releva o variatie in afara limitei de £10%, in afara
valorii medii a Ea pentru EE numai la conversii mai mari de de 85%. Aceasta variatie nu se
observa in cazul metodei integrale a lui Flynn—Wall-Ozawa, chiar daca valorile individuale ale

Ea au tendinta de a scadea odata cu avansul reactiei.

Studiul 2. Perspective asupra comportamentului celulelor de carcinom mamar MDA-
MB-231 triplu negativ dupa tratamentul cu 17 B-etinilestradiol si levonorgestrel
Obiective:

Obiectivul acestui studiu a fost de a evalua in vitro impactul 17p-etinilestradiolului si
al levonorgestrelului asupra proliferarii si comportamentului metastatic al liniei celulare MDA -
MB-231 de cancer de san triplu negativ, o forma extrem de agresiva si invaziva.

Materiale si metode:

178- Etinilestradiol, Levonorgestrel, PBS, solutie de tripsind-EDTA, DMSO, FBS,
amestec penicilind/streptomicind si reactiv MTT au fost achizitionate de la Sigma Aldrich,
Merck KgaA. Mediul de culturad celulara, DMEM-ATCC® 30-2002™, a fost cumparat de la
ATCC. Toti reactivii utilizati in studiul de fata au fost de puritate de grad analitic si sunt
potrivite pentru utilizarea in culturi celulare.

Studiul nostru a fost efectuat folosind linia celulara de cancer de san MDA-MB-231,
care a fost achizitionata de la ATCC, apoi cultivatd in mediul lor de crestere specific - DMEM

suplimentat cu 10% FCS si 1% amestec de antibiotice.



Evaluarea viabilitétii celulare a fost efectuata prin intermediul testulut MTT, valorile
absorbantei au fost masurate la 570 si 630 nm folosind Cytation 5.

Impactul potential al tratamentului hormonal asupra morfologiei si confluentei
celulelor MDA-MB-231 a fost evaluat folosind un microscop inversat Olympus 1X73. Analiza
fotografiilor a fost efectuata utilizand cellSens Dimensions v.1.8. Software.

Testul de colorare Hoechst 33342 a fost efectuat pentru a analiza efectele EE, LNG si
EE-LNG la nivelul nuclear al celulelor MDA-MB-231 dupa 24 de ore de tratament. Protocolul
experimental a fost aplicat conform recomandarilor producatorului.

Influenta contraceptivelor orale asupra caracterului migrator al celulelor MDA-MB-
231 a fost evaluata prin intermediul testului ’scratch assay’ utilizand instrumentul
AutoScratch™ Wound Making Tool furnizat de BioTek® Instruments Inc., Winooski, VT,
SUA. Protocolul a fost efectuat conform recomandarilor producatorului.

Pentru a cuantifica efectul contraceptivelor in ceea ce priveste migrarea celulelor, s-a
determinat diferenta dintre latimea zgarieturii initiale si dupa 24 de ore. Rata de migrare (%) a
fost calculata conform unei formule descrise anterior de Felice si colab.

Pentru a evalua impactul OC asupra expresiei genelor, a fost efectuata o reactie in lant
a polimerazei cu transcriptie inversd (RT-PCR).

Rezultate:

In studiul de fata, linia celulard de cancer de sin MDA-MB-231 a fost tratati exogen
cu solutii EE, LNG si EE-LNG in DMSO. Concentratii diferite (0.05-10 uM) au fost testate
pentru trei intervale de timp: 24, 48 si 72 de ore.

Desi rezultatele la 24 de ore indica un efect citotoxic, un efect stimulator a fost observat
dupa tratamentul de 48 de ore. Efectul a fost dependent de doza. Procentele de viabilitate
celulara evaluate dupa tratamentul de 72 de ore cu EE-LNG au fost similare cu cele ale
martorului. Cu toate acestea, o scadere usoara a fost indusa de EE-LNG 10 pM.

Imaginile celulelor si nucleelor MDA-MB-231 luate dupd 24 de ore de tratament
sugereaza o pierdere a confluentei celulare dupa tratamentul cu solutii EE, LNG si EE-LNG,
in comparatie cu controlul (STP si TRX) si DMSO. Rotunjimea si neaderenta celulelor
observate dupa stimularea cu OC sugereaza moartea celulelor si sunt mai proeminente in cazul
EE 10 uM, LNG 0,05 uM si EE-LNG 0,05 uM. Spre deosebire de STP si TRX, OC nu au indus
modificari vizibile in aspectul morfologic al celulelor aderente viabile.

Dupa stimularea cu EE, LNG si EE-LNG la 0,05 uM si 10 uM, am observat modificari
relevante ale aspectului nucleelor, cum ar fi fragmentarea nucleara, blebbingul membranei si

corpurile apoptotice. Nu au fost observate semne de necroza dupa tratamentul celulelor cu OC.
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Pentru a determina impactul contraceptivelor asupra capacitatii de migrare a celulelor
canceroase de sén MDA-MB-231, a fost aplicat testul de zgarietura, folosind doua concentratii
(0,05 uM si 1 pM) pentru fiecare proba. Celulele netratate (martor) au prezentat cea mai mare
ratd de migrare (85,97%), urmate de celulele tratate cu LNG 0,05 uM (85,01%) si EE-LNG 1
uM (81,67%). Cel mai puternic efect anti-migrator a fost observat in cazul EE 0,05 uM si 1
UM cu rate de vindecare a ranilor de 46,38% si respectiv 13,91%.

Inhibarea semnificativa a ratei de vindecare a ranilor a fost observata in celulele tratate
cu LNG 1 uM (70,73%) si, respectiv, EE-LNG 0,05 uM (53,04%).

Modificarile in expresia vimentinei au fost analizate prin tehnica RT-qPCR dupa o
perioada de stimulare de 48 de ore cu solutie de EE, LNG si EE-LNG, utilizand cele mai mici
si cele mai mari concentratii testate. OC au indus modificari relevante in expresia vimentinei
dupd cum urmeaza: EE si LNG au crescut expresia ARNm a vimentinei, modificari
semnificative fiind observate pentru EE 0,05 uM si LNG 10 uM. Desi diferentele dintre
grupurile de control si EE-LNG nu au fost semnificative statistic, asocierea EE cu LNG a scazut

expresia genelor la ambele concentratii.

Studiul 3. Afinitatea de legare a 17-p-etinilestradiolului la tipurile normale si mutante de
receptori de estrogeni
Obiective:

Scopul acestui studiu a fost acela de a compara modul de legare si afinitatea EE2 cu
ERa, unele dintre izoformele sale mutante, si ERB, deoarece aceste informatii ar putea ajuta la
intelegerea aspectelor specifice privind legatura dintre activitatea biologicd EE2 si anumite ER
care semnaleaza patologii corelate.

Materiale si metode:

Structurile proteice corespunzatoare ERa si ERP au fost obtinute din RCSB Protein
Data Bank. Acestea au fost pregatite ca tinte adecvate pentru andocare moleculara folosind
Autodock Tools 1.5.6.

Andocarea moleculara a fost efectuata cu software-ul PyRx (Versiunea 0.8) folosind
functia de scoring Vina. Moleculele au fost andocate Tn domeniul de legare a ligandului de
estrogen al fiecarei structuri de proteine, utilizand parametrii de andocare impliciti. Scorurile
nregistrate pentru moleculele andocate au fost date ca valori ale energiei de legare libera
(kcal/mol). Particularitatile de legare la proteina ligandului au fost analizate utilizand Accelerys

Discovery Studio 4.1 (Dassault Systemes Biovia).



Rezultate:

Energiile de legare calculate (AG) ale celor doi compusi ancorati sunt sub valoarea
pragului de -6 kcal/mol sugeratd de Shityakov si colab., care se coreleaza cu activitatea lor
estrogenica.

Acomodarile EE2 in ambele domenii de legare ERa si ERf sunt extrem de similare cu
cele ale E2. Tn ambele cazuri, -OH fenolic este responsabil pentru formarea legiturii de
hidrogen (HB) cu resturile Glu353, Arg394; totusi, in cazul lui E2, se formeaza un HB
suplimentar intre -OH alcoolic si His524.

La suprapunerea celor douda molecule andocate poate fi observatd o similitudine
topologica. Ambele molecule sunt orientate intr-un mod similar, iar coplanaritatea celor doua
structuri este relativ mare.

Aceleasi caracteristici si asemanari sunt prezente atunci cand cele doud molecule au
fost andocate in ERP. In ambele cazuri, -OH fenolic este responsabil pentru formarea HB cu
resturile Glu305, Arg346 dar, in cazul E2, se formeaza un HB suplimentar intre -OH alcoolic
si His475. Asemanarea orientdrii structurii, intre E2 si EE2, este prezenta si aici.

Rezultatele noastre au indicat o scadere a afinitatii de legare (valori AG mai mari) in
cazul formelor mutante ale ERa in comparatie cu structura nemutantd, dar scaderea nu este
suficient de semnificativa pentru a concluziona ca existd o diminuare a activitatii EE2 care
implica legarea la ERo mutant

Tn formele mutante care adopta conformatia specifica de legare a antagonistului, modul

obisnuit de legare a EE2 este afectat semnificativ.

Studiul 4. Etinilestradiolul si levonorgestrelul ca agenti activi in pielea normala si stari
patologice induse de expunerea la UVB: evaluari in vitro si in ovo
Obiective:

Tn acest studiu, ne-am concentrat pe evaluarea profilului citotoxic al EE, LNG si
asocierea lor (EE + LNQ), cu si fara iradiere UVB, pe linii celulare sanatoase si linii de celule
tumorale prin tehnici in vitro si in vivo.

Materiale si metode:

EE EE si GNL au fost achizitionate de la Sigma Aldrich (Miinchen, Germania).

Liniile celulare sanatoase utilizate au fost: HaCaT — keratinocite umane imortalizate
(ATCC, LGC Standards GmbH, Wesel, Germania), 1BR3 — fibroblast de piele umana
(90011801, ECACC General Collection, Salisbury, Marea Britanie), HEMa — melanocite



epidermice umane primare (ATCC). , LGC Standards GmbH), JB6CI41-5a - epiderma de
soareci nou-nascuti (CRL-2010™, ATCC, LGC Standards GmbH).

Liniile de celule tumorale au fost: A375 - melanom uman (CRL-1619™, ATCC, LGC
Standards GmbH) si B164AS5 - melanom murin (94042254; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen, Germania).

Reactivii specifici pentru cultura celulara (DMEM, EMEM, Dermal Cell Bazal Medium
si Adult Melanocyte Growth Kit) au fost achizitionati de la ATCC (LGC Standards GmbH);
aminoacizii neesentiali, FBS, amestec de antibiotice (penicilina/streptomicina), PBS,
tripsind/EDTA si albastru de tripan au fost achizitionati de la Sigma-Aldrich (Munchen,
Germania).

Expunerea la UVB a fost efectuatii la 312 nm, la o dozi de 40 mJ/cm? prin intermediul
sistemului Biospectra (Vilber Lourmat, Franta). Imediat dupa iradiere, PBS a fost inlocuit cu
mediu de culturd + compusi de testare. Stimularea cu compusi de testat (LNG, EE si EE +
LNQG) a fost efectuata dupa iradierea UVB.

Testul Alamar blue a fost utilizat pentru a evalua viabilitatea celulelor.

Caracterul migrator al celulelor utilizate in studiul de fata a fost evaluat prin intermediul
unui test ,scratch assay’. Imaginile reprezentative au fost Tnregistrate utilizand un microscop
inversat Olympus IX73 echipat cu camera DP74 (Olympus, Tokyo, Japonia) si latimile plagii
au fost masurate cu CellSense Dimension 1.17 (Olympus, Tokyo, Japonia).

Analiza citometriei in flux a fost efectuata pentru a testa impactul compusilor nostri de
testat asupra apoptozei celulare, folosind un kit de detectare a apoptozei anexine V-FITC
(eBioscience, Viena, Austria).

Celulele au fost analizate prin citometrie in flux (FACSCalibur; Becton Dickson,
Franklin Lakes, NJ, SUA) si celulele nestimulate au fost utilizate ca martori. Rezultatele au
fost procesate utilizand versiunea 2.5.1 a software-ului Flux (dezvoltat de Perttu Terho, Cell
Imaging Core, Centrul Turku pentru Biotehnologie, Turun Yliopisto, Finlanda).

Testul membranei corioalantoide pe oua de gaina (HET-CAM), care a fost efectuat urmand
recomandarile ICCVAM si adaptat conditiilor noastre.
Rezultate:

Efectul indus de compusii testati (EE, LNG si EE + LNG) asupra celulelor sanatoase
ale pielii umane si murine (HaCaT, 1BR3, HEMa si JB6 Cl 41-5a) si asupra viabilitatii celulelor
melanomului (A375 si B164A5) in prezentd/absentd de iradiere UVB, a fost evaluata folosind

testul Alamar blue. Iradierea celulelor HaCaT, 1BR3, HEMa si JB6 CI 41-5a cu UVB (40
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mJ/cmz) a dus la o reducere semnificativa a viabilitatii celulelor (HaCaT viabilitate 66,30%,
1BR3 viabilitate 74,75%, HEMa viabilitate 58,25%, respectiv JB6 Cl41-5a viabilitate 60.85%)
in comparatie cu celulele martor.

Stimularea celulelor sandtoase cu EE (1 si 10 uM) timp de 24 de ore a condus la
urmatoarele rezultate: celule HaCaT—o scadere usoard a viabilitatii intr-o manierd dependenta
de doza (92,90% la 1 uM si 82,01% la 10 uM), 1BR3 celule - 88,04% celule viabile la 10 puM,
celule HEMa - 82,25% celule viabile la 10 pM, celule JB6 Cl 41-5a - viabilitatea nu a fost
afectatd in comparatie cu celulele martor.

LNG nu a avut nicio influentd asupra viabilitatii celulelor HaCaT, 1BR3 si JB6 Cl 41-
5a dupa 24 de ore de stimulare la cea mai mica concentratie testata - 1 UM, in timp ce la 10 uM
s-a Tnregistrat o scadere pentru HEMa.

Cele mai scazute rate de viabilitate au fost observate in grupurile de celule care au fost
iradiate cu UVB si stimulate cu combinatia de hormoni—EE + LNG (la 10 puM), dar aceste
procente de viabilitate au fost mai mari decat cele inregistrate pentru celulele care au fost doar
expuse la UVB (HaCaT: 78,55% vs. 69,30%; 1BR3: 83,31% vs. 74,75%, HEMa: 82,46% vs.
58,25% si JB6 Cl 41-5a: 79,83% vs. 60,85%), ceea ce ar putea indica un efect de recuperare
indus de EE+ LNG.

Conditii experimentale similare au fost aplicate pentru celulele melanomului A375 si
B164AS5 pentru a evalua efectele induse de compusii de testat + iradierea UVB asupra
viabilitatii celulelor intr-un cadru de 24 de ore. Iradierea UVB a celulelor melanomului uman
si murin a determinat o scddere semnificativd a viabilitatii celulare (aproximativ 75%) 1n
comparatie cu celulele martor.

Expunerea la radiatii UVB urmata de stimularea cu EE, LNG sau EE + LNG a condus
la o scadere semnificativa dependenta de doza a procentului de viabilitate a celulei A375, in
comparatie cu efectele induse de fiecare compus testat/UVB singur, (EE vs. EE + UVB :
66,54% fata de 58,72%; GNL fatd de GNL + UVB: 69,78% fata de 67,59%; EE + LNG fata
de EE + LNG + UVB: 56% fata de 49,69%).

In cazul celulelor B164AS5, iradierea UVB urmati de stimularea cu compusi testati a
produs o crestere a viabilitatii celulelor In comparatie cu valorile obtinute pentru fiecare
compus testat (EE vs. EE + UVB: 56,84% vs. 74,46%; LNG vs. LNG + UVB: 59,27% fata de
78,06%, EE + LNG fata de EE + LNG + UVB: 47,23% fata de 80,59%). Un efect similar a
fost observat in cazul celulelor pigmentate de melanom uman - RPMI-7951

O activitate apoptotica dependentd de dozd a fost observatd in cazul ambelor linii

celulare. In comparatie cu celulele martor, cel mai puternic efect apoptotic asupra celulelor de
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melanom uman A375 neiradiate cu UVB a fost indus de EE si EE + LNG la cele mai mari
concentratii testate - 10 pM.

GNL a exercitat o activitate pro-apoptotica mai scazuta la aceeasi concentratie.
Expunerea la UVB a celulelor A375, urmata de adaugarea a 1 uM de compusi de testat a condus
la un procent semnificativ crescut de celule apoptotice timpurii: 22,62% pentru LNG; 31%
pentru EE si 27% pentru EE + GNL. Iradierea UVB combinata cu cea mai mare concentratie
de compusi de testat a declansat procente din populatia apoptotica timpurie precum cele
inregistrate pentru compusii de testat in populatia de celule neexpuse la UVB.

Celulele HaCaT nu au prezentat modificari morfologice semnificative dupa stimularea
cu EE, LNG si EE + LNG (1 pM). Dupa iradierea UVB, celulele HaCaT si-au schimbat drastic
aspectul morfologic. Cele mai afectate celule au fost cele stimulate cu EE + LNG.

Rezultatele pentru celulele 1BR3 au fost similare cu cele obtinute pentru HaCaT.

Stimularea celulelor HEMa cu EE si LNG (1 pM) nu a avut efecte asupra morfologiei
celulelor. EE + LNG a indus o usoara modificare a morfologiei celulelor HEMa. Iradierea UVB
a influentat forma melanocitelor si confluenta lor, iar asocierea cu EE + LNG parea a fi cea
mai nociva.

La 24 de ore dupa expunerea la UVB, celulele HEMa stimulate cu EE si LNG si-au
recuperat partial forma initiala. Celulele JB6 Cl 41-5a de epiderm murin au prezentat o buna
confluenta in absenta radiatiei UVB, iar compusii de testat nu au perturbat forma celulelor; in
timp ce dupa expunerea la UVB, celulele stimulate cu compusii de testat pareau sa fie protejate
de efectele daundtoare UVB.

Cel mai afectate au fost celulele martor expuse la UVB, prezentand un nivel scazut de
confluenta si modificdri majore ale aspectelor morfologice ale acestora, caracteristici care au
fost partial recuperate dupa 24 de ore post-iradiere.

Tn cazul A375, celulele de control au prezentat o morfologie epiteliald normala, dupa
24 de ore. O scadere a confluentei celulelor de control A375 a fost inregistrata dupa iradierea
cu UVB si au fost observate unele celule detasate, ce pluteau. Stimularea cu EE si LNG a
celulelor expuse la UVB a dus la unele modificari ale formei celulelor, in principal dupa
tratamentul cu EE + LNG indicand procesul de apoptoza, rezultatele fiind in acord cu datele
raportate de viabilitate celulara. In cazul celulelor pigmentate de melanom uman—RPMI-7951,
compusii de testat nu au avut nici un impact asupra morfologiei celulelor, dar dupa iradierea
UVB s-au observat modificari semnificative in toate grupurile, efecte care au fost aproape

complet inversate dupa 24 de ore si stimularea compusului de testat.
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n cazul celulelor melanomului murin — B164A5, celulele expuse la iradierea UVB
pareau a fi cele mai afectate din punct de vedere al morfologiei celulare, prezentand o forma
rotunda cu dendrite si contractie. Modificari ale formei celulelor melanomului B164A5 au fost
de asemenea observate dupa stimularea cu compusi de testat, in celulele neiradiate UVB. Pe
de altad parte, celulele B164AS expuse la UVB urmata de stimulare cu compusi de testat au
evidentiat o crestere a confluentei si modificari minore in morfologia celulelor.

Stimularea cu LNG nu a interferat cu migrarea celulelor sanatoase ale pielii umane si
murine, latimile plagii la 24 de ore fiind similare cu cele masurate pentru celulele martor.

Dupa stimularea EE, o tendintd de stimulare in toate liniile celulare ar putea fi
mentionatd in comparatie cu celulele martor; totusi, cea mai semnificativa stimulare a fost
observata cu celulele 1BR3 (52,37% fata de 40,09% pe celulele 1BR3.

Combinatia celor doi hormoni, EE + LNG a indus un efect inhibitor asupra migrarii
celulelor HaCaT, aratand o ratd de inchidere a plagii de 58,18%, in timp ce in cazul 1BR3 si
JB6 Cl 41-5a, efectul a fost stimulator. Rata foarte scazutd de vindecare a ranilor (40,08%) a
celulelor martor 1BR3 sa datorat capacitatii lor scazute de proliferare in conditii specifice de
cultura pe zi.

Un efect stimulator asupra migrarii celulelor HEMa a fost observat dupa stimularea EE
si LNG (decalajul a fost aproape acoperit - in principal dupa EE) in comparatie cu celulele de
control. Mai mult, combinatia EE + LNG a crescut si capacitatea de migrare a celulelor HEMa.

Testul in vitro a relevat ca abilitatea de migrare a celulelor melanomului (A375—
melanom uman, B164A5—melanomul murin) nu a fost inhibata de stimularea EE si EE + LNG
(1 uM) Tn plus, se poate mentiona un efect stimulator, dar trebuie luat in considerare faptul ca
rana a fost acoperita si cu niste celule desprinse.

Pentru EE, rata de inchidere a plagii a fost de 82,81% pe celulele melanomului uman si
de 85,29% pe linia celularad de melanom murin. In contrast, aceeasi concentratie de LNG (1
uM) a aratat o ratd de vindecare a ranilor de numai 63,98% in cazul celulelor melanomului
uman si de 53,94% in cazul liniei celulare de melanom murin. Rezultate similare au fost
obtinute pentru celulele de melanom pigmentate umane - RPMI-7951.

Toxicitatea potentiald a compusilor testati (EE, LNG si EE + LNQG) a fost, de asemenea,
evaluata in vivo, folosind membrana corioalantoida a oului de gaina ca mediu biologic.

Efectele induse de compusii testati, impreuna cu controalele pozitive si negative au fost
inregistrate ca fotografii reprezentand suprafata superioara a membranelor corioalantoide
inainte si dupa 5 minute de contact cu solutiile. Inainte de determinarea scorului de iritatie, au

fost luate n considerare rezultatele inregistrate pentru severitatea iritatiei.
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PBS, DMSO 1%, LNG (1 si 10 uM) si cea mai mica concentratie de EE (1 uM) nu au
prezentat niciunul dintre cele trei obiective (hemoragie, coagulare si liza). Pentru aceste probe,
am Tnregistrat o viabilitate de peste 24 de ore.

EE (10 pM) a prezentat semne tardive si limitate de hemoragie sau coagulare si semne
precoce, desi limitate de vasodilatatie. Aplicarea EE + LNG (1 si1 10 uM) a indus coagulare
usoard si limitata, intr-o maniera dependenta de doza. Cel mai mare scor mediu de iritare a fost
nregistrat pentru controlul pozitiv, SDS. Pentru probele care au indus un efect iritant slab
decesul a fost inregistrat in primele 24 de ore.

SDS a indus leziuni vasculare majore pe membrana corioalantoidiana. Toate cele trei
obiective: hemoragie, coagulare si liza, au fost raportate numai pentru SDS. Moartea

specimenului a fost inregistrata in 60 min.

General Conclusions

EE anhidru are o stabilitate termicd bund (panad la 177 °C), procesul principal de
descompunere avand loc in intervalul 175-375 °C intr-un proces intr-o singura etapa, invariabil
cu modificarea vitezei de incalzire a probei.

Influenta potentiala a EE, LNG si asocierea lor asupra comportamentului celulelor
canceroase de san independente de hormoni MDA-MB-231, extrem de agresive depind Tn mare
masurd de timpul de expunere, compusul testat si concentratia acestuia. La 24 de ore, EE a
prezentat cea mai mare citotoxicitate, LNG a prezentat o tendintd stimulatoare in ceea ce
priveste supravietuirea celulara, in timp ce EE + LNG s-a comportat similar cu EE. La 48 de
ore, toate probele au crescut viabilitatea si numarul celulelor. EE si LNG au suprareglat
expresia vimentinei, sugerand o stimulare a migratiei celulare, in timp ce combinatia lor a fost
asociatd cu un efect anti-migrator.

In ceea ce priveste afinitatea de legare a EE, prin intermediul andocarii moleculare
Tmpotriva ER de tip normal si mutant. chiar daca variantele mutante ale ER sufera modificari
conformationale din cauza modificarilor aminoacizilor, energiile de legare obtinute ale E2 nu
au scazut semnificativ. Este probabil ca modificarile conformationale sd nu afecteze legarea
agonistului, doar atunci cand modificarile aminoacizilor afecteaza direct domeniul de legare a
ligandului.

EE, LNG si combinatia lor (EE + LNG) nu au interferat cu viabilitatea celulelor
sandtoase ale pielii umane si murine la cea mai mica concentratie testata, dar au indus un efect

citotoxic semnificativ asupra celulelor melanomului. Concentratii mai mari de hormoni si
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adaugarea de iradiere UVB au crescut efectul citotoxic atat in celulele sanatoase de melanom
uman, cat si in cele A375.

Tn cazul celulelor melanomului murin — B164A5, asocierea hormonilor si stresului
UVB a condus la o crestere a procentului de celule viabile si la o scadere a celulelor apoptotice
timpurii, ceea ce sugereaza un posibil rol al melaninei in protectia celulelor melanomului
Tmpotriva tratamentului hormonal.

Experimentele in ovo au confirmat activitatea inofensiva a hormonilor la doze mici, dar

la concentratii mai mari au produs un efect iritant slab.
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