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PARTEA TEORETICA
Introducere

Cancerul este una dintre cele mai raspandite boli in zilele noastre, cu un impact
ridicat asupra calitatii vietii, a bugetelor de sdnatate si cu un impact emotional mare atat
asupra pacientului, cat si asupra familiei acestuia (Park & Look, 2019). Incertitudinea
cu privire la eficacitatea generald a tratamentelor antitumorale actuale, precum si
reaparitia cancerului din cauza rezistentei dobandite la medicamentele utilizate sunt
doua probleme majore ale strategiilor terapeutice actuale pentru combaterea acestei
maladii. Asadar, existd o tendintd continud de identificare a unor noi metode sau
strategii de combatere a cancerului (Gerber et al., 2017).

Tn ultimul deceniu, plasma non-termici la presiune atmosferica (CAP), un gaz
partial ionizat cu o temperatura apropiatd de temperatura camerei, a aratat rezultate
promitatoare in terapia cancerului, demonstrandu-si caracterul aplicativ benefic in
incercarile de tratare ale acestei maladii (Yan et al., 2017). Principalele studii stiintifice
privind efectele CAP asupra diferitelor tipuri de celule neoplazice au aratat ca plasma
atmosfericd non-termica este responsabila de inducerea apoptozei (Arndt et al., 2013;
Chang et al., 2014; Ninomiya et al., 2013; Thiyagarajan et al., 2014), necrozei (Elaissi
& Charrada, 2021; Yan et al., 2020), necroptozei (Yang et al., 2020), autofagiei (Yan et
al., 2021; Yoshikawa et al., 2020), feroptozei (A. Jo et al., 2022; Nguyen et al., 2023),
piroptozei (Motaln et al., 2021) si de blocare a ciclului celular (Maes et al., 2017) prin
generarea de specii reactive de oxigen sau de azot. De asemenea, o caracteristica
importantd a CAP este activitatea selectiva asupra celulelor neoplazice cu un impact
negativ redus asupra celulelor normale (Keidar et al., 2011, 2013). De asemenea, CAP
determind detasarea celulelor tumorale, sciderea vitezei de migrare a celulelor (Kong
et al., 2011), precum si inhibarea proceselor metastatice (Chang et al., 2014).

Cu toate acestea, mecanismele moleculare ale selectivititii si inducerii

apoptozei prin tratamentul CAP, nu sunt complet identificate.



Motivarea, scopul si obiectivele lucrarii

Motivarea. Tn anul 2019 cancerul a surclasat bolile cardiovasculare in ceea ce
priveste numarul de decese pe an, determinand moartea a aproximativ 10 milioane de
oameni (Lin et al., 2021). Analizele statistice si studiile de specialitate preconizeazi ca,
n curénd, cancerul va deveni principala cauzd de deces din fiecare tara de pe glob (Lin
et al., 2021). Anual, in Europa, costurile asociate cancerului se ridica la o medie de
aproximativ 100 de dolari per cap de locuitor (Haier & Schaefers, 2022). Tn ciuda
progreselor tehnologice si a industriei farmaceutice, cancerul ramane in continuare o
boala devastatoare cu mortalitate ridicata (Faramarzi et al., 2021).

La mijlocul anilor 2000, datoritd proprietdtilor antitumorale demonstrate,
plasma non-termicd la presiune atmosfericd a intrat in atentia cercetatorilor din
domeniile biomedicale ca potentiald noud metodd de tratament in terapia cancerului
(Dubuc et al., 2018). Desi au fost realizate importante progrese in ceea ce priveste
identificarea mecanismelor de interactiune dintre CAP si celule sau tesuturi, inca sunt
necesare studii suplimentare in vederea identificarii mecanismelor de baza prin care
tratamentele CAP iti exercitd proprietatile antitumorale (Murillo et al., 2023).

Scopul. Tn contextul prezentat anterior, scopul acestei lucrari este reprezentat
de studiul efectelor plasmei non-termice la presiune atmosferica pe modele
experimentale ,,in vitro” (culturi de celule normale si tumorale) in vederea evaluarii
potentialului citotoxic selectiv al acesteia si a identificarii mecanismelor celulare
implicate in interactiunile plasma — celule.

Obiectivele tezei.

O.1. Identificarea conditiilor optime de expunere a culturilor celulare la plasma non-
termica la presiune atmosferica.

0.2. Evaluarea temporala a efectelor tratamentului cu plasma non-termica la presiune
atmosferica asupra culturilor celulare normale si tumorale.

0.3. Evaluarea caracterului selectiv al plasmei non-termice la presiune atmosferica.



O.4. Identificarea cailor de semnalizare celulara responsabile de activarea
mecanismelor de supravietuire sau moarte celulard, modulate de tratamentul cu plasma
non-termica la presiune atmosferica.

O.5. Diseminarea rezultatelor — publicarea n reviste de specialitate si participarea la
manifestari stiintifice.

O.6. Redactarea si sustinerea tezei de doctorat.

1. Plasma non-termica la presiune atmosferica si importanta acesteia in
biomedicina

Plasma este un gaz partial ionizat compus din ioni, electroni, fotoni si elemente
neutre, care sunt specii active capabile sd inducd diferite fenomene fizice si reactii
chimice. Considerata a patra stare a materiei, plasma pot fi gésita in naturd (plasma
creatd in stele, aurora polard, fulgere etc.), dar poate fi, de asemenea, generata in conditii
de laborator, aplicand o sursa externd de energie unui gaz neutru, acesta devenind
conductor electric. In timpul formarii plasmei, energia este transferata in gazul in care
are loc descarcarea, creand cantitati mari de ioni si electroni. Acesti electroni vor induce
mai multe reactii care conduc la ionizari moleculare sau la disocieri. In consecint,
plasma produsi va fi compusa dintr-un amestec de specii reactive generate ca urmare a
acestor interactiuni (Fridman et al., 2008; Hoffmann et al., 2013; H. Jo et al., 2016;
Kalghatgi et al., 2011).

Plasmele pot fi impartite In doua tipuri diferite, in functie de echilibrul termic
dintre ioni si electroni, si anume plasme termice, respectiv non-termice. Plasmele
termice sunt cele in care electronii au aceeasi temperatura ca si ionii, iar plasmele non-
termice, cunoscute i sub numele de plasme reci, sunt caracterizate prin faptul ca
electronii prezintd o temperaturd mai mare decat ionii si neutrii, temperatura acestora
fiind apropiata de temperatura camerei (Stoffels et al., 2008; von Woedtke et al., 2013).

Diferenta de masd este atit de substantiala, Tncét electronii pot atinge temperaturi



cuprinse intre cateva mii si zeci de mii de grade Celsius, in timp ce plasma, ca intreg,
rdmane aproximativ la temperatura camerei (Heinlin et al., 2011).

Plasmele non-termice sunt compuse in principal din specii reactive de azot si
oxigen, radiatii UV si particule incarcate, compozitia acestora fiind dependenta de tipul
de gaz de alimentare utilizat, tensiunea aplicata, tipul de dispozitiv, configuratia fizica

sau timpul de expunere (Bekeschus et al., 2013; Weltmann & von Woedtke, 2017).

1.1. Tipuri de plasma non-termicd la presiune atmosferica si de tratament

Una dintre cele mai raspandite metode de generare a plasmei non-termice la
presiune atmosfericd (CAP) este descarcarea in barierd dielectricd (DBD) (Laroussi &
Akan, 2007). Indiferent de configuratie, cu unul sau cu doi electrozi, se disting doua
tipuri de DBD: DBD fara flux n care electrodul de putere este Tnvelit cu un material
izolator, iar plasma ramane limitatd in spatiul dintre electrozi si DBD cu flux n care
plasma este localizatd atit in spatiul dintre electrozi cét si in regiunea post-electrod
(Judée et al., 2019).

In ceea ce priveste tratamentul celulelor tumorale, doui metode de tratament
cu CAP sunt utilizate pe scara larga, si anume tratamentul direct si tratamentul indirect.
in tratamentul direct, celulele sunt supuse direct la descirciri CAP, in timp ce in
tratamentul indirect, un lichid este supus descarcarilor, acesta fiind ulterior este

administrat celulelor (Malyavko et al., 2020).

1.2. Istoricul utilizarii plasmei in studii biomedicale

1.2.1. Decontaminarea suprafetelor

La mijlocul anilor 1990, s-au efectuat experimente care au aratat cd plasma
non-termica la presiune atmosferica (CAP) poate fi utilizata pentru a inactiva bacteriile
(Laroussi, 2018). in domeniul alimentar, CAP reprezinti o metoda promititoare pentru
decontaminarea microbiand a alimentelor, a suprafetelor de lucru, a ambalajelor,

precum si a echipamentelor de procesare (Min et al., 2016; Patange et al., 2018).
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1.2.2. Coagularea sangelui

Existd multiple teorii cu privire la mecanismele biochimice ale coagularii
sangelui induse de CAP, diferite studii demonstrand efectul direct al CAP asupra
proteinelor din singe, acest tratament provocind coagulare fard modificarea

concentratiei de Ca?* sau a pH-ului (Heslin et al., 2014).

1.2.3. Efecte asupra vindecarii ranilor
Tratamentul cu plasma non-termica la presiune atmosferica poate avea ca efect
scaderea pH-ului, ducand la acidifierea ranilor, acest proces indus terapeutic sustinand

procesul de vindecare (Martinez et al., 2019; Mirpour et al., 2020).

1.2.4. Tratamentul eczemelor atopice

In vederea tratirii dermatitei atopice cu CAP, Mertens si colab. au identificat
un efect antiseptic, reducerea inrosirii pielii, precum si o reducere semnificativd a
pruritului timp de mai multe ore, coloniile de Staphylococcus aureus fiind reduse de

mai mult de zece ori (Mertens et al., 2009).

1.2.5. Tehnologia de regenerare a pielii cu ajutorul plasmei

in 2005, tehnologia de regenerare a pielii cu plasma non-termica la presiune
atmosfericd a fost aprobata pentru tratamentul ridurilor faciale, leziunilor superficiale
ale pielii, keratozelor actinice, keratozelor seboreice si a papilomului viral (Bogle et al.,

2007).

1.2.6. Rolul CAP in terapia antitumorala

De la primul raport despre inducerea mortii celulare de DBD in melanom in
2007, domeniul aplicarii CAP in tratamentul cancerului a cunoscut o crestere rapida.
Pana in prezent, tratamentul CAP si-a demonstrat capacitatea anti-tumorald asupra a
numeroase linii de celule canceroase, cele mai intens investigate tipuri de cancer fiind

cancerul cerebral, cancerul de piele, cancerul de sén, cancerul colorectal, cancerul
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pulmonar, cancerul de col uterin, leucemia, hepatomul, precum si cancerul de cap si gat

(Dubuc et al., 2018).

1.3. Modificari induse de tratamentul cu CAP la nivel celular si molecular

Principalele efecte terapeutice ale CAP sunt asociate cu prezenta speciilor
reactive de oxigen (ROS) si speciilor de azot reactiv (RNS) generate de sistemele CAP,
acestea interaztionand cu membrana celulara, determinand modificari morfologice (Yan
etal., 2017). La nivel molecular, deteriorarea ADN a fost observata in stadiile incipiente
ale tratamentului CAP (Gay-Mimbrera et al., 2016). De asemenea, tratamentele cu CAP
pot avea ca efect peroxidarea lipidelor si Cresterea concentratiei de calciu in citoplasma
(Gorlach et al., 2015). O altd consecintd observata ca urmare a tratamentului CAP este
reducerea aderentei la recipientele de culturd, a migratiei si a invaziei celulare (Lee et
al., 2009).

1.4. Utilizarea plasmei non-termice la presiune atmosferica in terapia
osteosarcomului

Similar cu observatiile asupra altor tipuri de cancer tratate cu CAP, si in cazul
OS tratamentul a avut ca efect inducerea stresului oxidativ (Ermakov et al., 2021;
Mateu-Sanz et al., 2020; Xu et al., 2020). Utilizand atat diverse tipuri de dispozitive de
generare CAP, cét si diferite metode si diferiti timpi de tratament, studiile de specialitate
au demonstrat capacitatea CAP de a reduce viabilitatea sau potentialul proliferativ a mai
multor tipuri de linii celulare de OS (Canal et al., 2017; Gumbel, Suchy, et al., 2017;
Nitsch et al., 2023; Stache et al., 2023; Xu et al., 2020). Unele studii au identificat
celulele de OS tratate cu CAP ca fiind in diferite stadii apoptotice sau de blocare a
ciclului celular, prin evaluarea proteinei p53, a nivelurilor caspazelor 3 si 7, precum si
a morfologiei celulare si a fragmentarii nucleare (Canal et al., 2017; Gumbel,
Bekeschus, et al., 2017; Gumbel et al., 2016).

11



2. Markeri de control ai ciclului celular si ai mecanismelor de moarte
celulara

In vederea identificarii ciilor de semnalizare modulate de tratamentul indirect
cu CAP, in cadrul acestui studiu a fost evaluat nivelul de expresi a: sase gene pro-
apoptotice (BAX, JNK1, DIABLO, CASP8, CASP9 si CASP3), trei gene anti-
apoptotice (BCL2, CFLAR si XIAP), doua gene necroptotice (TNFa si RIPK3), doud
gene implicate in mecanisme de blocare a ciclului celular (TP53 si CDKN1A) si a unei

gene implicata in proliferarea celulara (MKI67).

12



PARTEA EXPERIMENTALA
3. Materiale si metode de lucru

3.1. Planul experimental si generarea PAM

Dispozitivele si masuratorile fizice au fost realizate in cadrul laboratorului
IPARC (lasi Plasma Advanced Research Center), Facultatea de Fizica, Universitatea
,Alexandru loan Cuza" din Iasi, sub indrumarea domnului Conf. univ. dr. habil. lonut
Topala si a domnului cercetator CS III dr. Ilarion Mihaila.

Planul experimental al prezentului studiu a avut in componenta sa trei etape
principale de lucru: 1. Evaluarea pH-ului solutiilor PAM si stabilirea eficientei solutiilor
PAM-PBS si PAM-RPMI in ceea ce priveste citotoxicitatea; 2. Analiza parametrilor
fizici de descarcare si a continutului de RNS din PAM; 3. Optimizarea parametrilor de
descircare si de evaluare a efectelor PAM-RPMI asupra celulelor tumorale si normale,
stabilirea influentei pH, analiza expresiei genelor de interes si evaluarea RONS
intracelulare.

Sistemul DBD de generare CAP este alcatuit dintr-o sursa de alimentare de
curent alternativ (AC) de 1naltd tensiune, produsa in cadrul laboratorului IPARC, cu o
forma de undi sinusoidald (tensiune maxima 15 kV), un electrod de inalta tensiune
(HVE), un strat dielectric si un electrod de impamantare (GE).

Experimentele in vitro au fost realizate prin expunerea indirecta a celulelor
tumorale si normale, care presupune tratarea acestora cu mediu lichid activat (PAM) in
prealabil cu plasma non-termic la presiune atmosferica de tip DBD fari flux. In cadrul
acestui studiu, solutiile expuse la plasma au fost mediul de cultura RPMI 1640 si tampon
fosfat salin, timpii de expunere a acestor doud solutii la CAP fiind de 30, 60, 90 sau 120
de secunde, iar timpii de tratament ai celulelor cu PAM au fost intre 5 si 30 de minute,

in functie de experiment.
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3.2. Caracterizarea electricd a descdrcarilor CAP

Caracterizarile de tensiune si curent ale descarcarilor CAP au fost analizate
utilizand sondele Tektronix P6015A si Pearson 6585 conectate la osciloscopul digital
TDS5034. Spectrele de emisie optica ale elementelor constitutive ale CAP au fost
detectate utilizand un monocromator echipat cu un detector CCD (Horiba Triax 550 cu
detector Symphony CCD) intr-un interval de lungimi de unda cuprins intre 300 nm si
430 nm. Variatia temperaturii solutiilor PAM si din godeurile aldturate din timpul

expunerilor a fost masurata folosind un multimetru si un termocuplu de tip K.

3.3. Analiza pH

Determinarile pH ale solutiilor PAM s-au realizat utilizind PH 210
Microprocessor pH Meter, prin evaluarea a 3 ml de solutie din fiecare varianta

experimentala.

3.4. Modelul celular in vitro si tratamentul cu CAP

In vederea evaludrii efectelor biologice ale tratamentelor cu CAP, in cadrul
acestui studiu au fost utilizate doud linii celulare standardizate si anume o linie celulara
umana de osteosarcom (HOS) si o linie celularda umand de osteoblaste (HOB).
Tratamentele indirecte cu CAP s-au realizat in placi de culturi celulare cu 96 de godeuri,
prin indepartarea mediului de crestere, spalarea celulelor cu PBS, aplicarea a 100 pl de
PAM/godeu, indepartarea acestuia dupa o perioada de timp (cunoscuta ca si timp de
tratament) cuprinsd intre 5 si 30 de minute (in functie de experiment) si adaugarea a 100
pl mediu de crestere/godeu. Experimentele celulare in vitro au fost realizate n
departamentul de culturi celulare, din cadrul Centrului de cercetare fundamentala si
dezvoltare experimentald in medicina translationala (TRANSCEND) al Institutului

Regional de Oncologie Iasi.
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3.5. Izolarea si purificarea ARN

Izolarea ARN s-a realizat prin utilizarea reactivului Tri-Reagent (cat. 93289-
100ML, Sigma Aldrich, MO, USA), folosind metoda de separare a fazelor prin

centrifugare.

3.6. Realizarea standardelor

Pentru cuantificarea expresiei genice se utilizeaza un set de standarde, de
concentratii cunoscute, diluate Tn serie, pentru a genera o curba standard. Acestea au
fost realizate prin reverstranscriptia unor probe de ARN extras anterior, amplificarea
PCR a fragmentelor de interes (utilizdnd seturi de primeri specifici), validarea
electroforetica in gel de agaroza a ampliconilor, purificarea si cuantificarea acestora si

realizarea dilutiilor in serie, pentru fiecare gena de analizat in parte.

3.7. Cuantificarea expresiei genelor implicate Tn controlul ciclului celular si al
mecanismelor de moarte celularid prin RT-QPCR

Cuantificarea expresisi genice a fost realizata prin metoda RT-qPCR, utilizand
kit-ul comercial GoTag® 1-Step RT-gPCR System (Promega, Wi, USA) si sistemul de
amplificare si detectie Rotor Gene 6000 Q 5-plex HRM (Corbett Research, QIAGEN
Corporation, GERMANY). Valorile Ct pentru fiecare analizd in parte au fost
determinate automat de programul de achizitie a datelor pe baza curbelor de amplificare
a probelor standard. Ulterior datele au fost normalizate utilizand valorile Ct ale genei
de referintd ACTB si raportate la valorile probelor din loturile de control, prin metoda

2744Ct Tn final, rezultatele au fost exprimate sub forma log, 2724t

3.8. Testarea viabilititii celulare

In vederea stabilirii citotoxicitatii tratamentului, s-au realizat teste de

viabilitate colorimetrice MTT, care se bazeazad pe metabolizarea de catre celulele vii a
15



sarii de tetrazoliu producand formazam, un compus insolubil de culoare albastra care,
prin solubilizare cu DMSO, poate fi detectat spectrofotometric la lungimea de unda de
570 nm.

3.9. Evaluarea speciilor reactive de oxigen si azot

3.9.1. Analiza speciilor reactive de oxigen

In vederea determinirii nivelurilor de ROS ale PAM a fost utilizati metoda
fluorescentd de detectie cu diacetat de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA)
(cat. D6883-50MG, Sigma Aldrich, MO, USA). Acesta patrunde in interiorul celulelor
unde este hidrolizat rapid de cétre esterazele celulare pand la DCFH non fluorescent, ce
este retinut 1n celuld. Oxidarea DCFH de catre peroxidul de hidrogen sau alte specii
reactive de oxigen produce indicatorul fluorescent diclorofluoresceind (DCF) ce a fost
detectat cu ajutorul cititorului multimodal de placi FilterMax F5 (Molecular Devices,
CA, USA).

3.9.2. Analiza speciilor reactive de azot

Nivelurile de RNS intracelulare si ale PAM au fost determinate prin utilizarea
testului Griess (Griess Reagent System, cat. G2930, Promega,WI, USA). Principiul
metodei se bazeaza pe reactia 1n conditii acide a nitritului cu acidul sulfanilic, formand
sarea de diazoniu. Aceasta reactioneaza cu amina aromaticd 1-naftilamina, producand
un colorant azoic rosu-violet ce a fost detectat cu ajutorul cititorului multimodal de placi
FilterMax F5 (Molecular Devices, CA, USA).
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4. Rezultate si discutii

4.1. Caracterizarea electricd a descarcdarilor DBD fard flux

Figura 4.1 prezintd forma de unda tipicd curent-tensiune obtinutd in timpul
functionarii sursei de generare CAP. Din punct de vedere electric, descircarile din
bariera dielectricd sunt prezentate sub forma de pachete cu frecventa de 100 Hz,

frecventa tensiunii electrice identificate Tn pachete a fost de 23 kHz.
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Figura 4.1. Modelul impulsurilor de descarcare a barierei dielectrice (DBD) si forme de unda curent-

tensiune ntr-un pachet de descarcare

4.2. Spectroscopie de emisie optici
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Figura 4.2. Spectrul de emisie optica a plasmei atmosferice reci (CAP) 1n intervalul 300 — 427 nm
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Spectrele de emisie optica obtinute pentru descarcarile CAP prezinta mai multe
linii caracteristice ale celui de-al doilea sistem pozitiv al azotului molecular (Figura 4.2),
identificate la lungimile de unda 313.51, 315.78, 328.55, 337.28, 349.86, 353.73,
357.67, 366.89, 371.21, 375.72, 380.48, 389.43, 391.46 , 394.15, 399.56, 405.92,
41391 §i 420.22 nm.

4.3. Temperatura de expunere

4.3.1. Temperatura descarcarii

Pentru a determina temperatura de rotatie a azotului in timpul descarcarii CAP,
au fost obtinute spectre de Tnalta rezolutie in intervalul 331 - 338 nm (cu o rezolutie de
0.017 nm). Datele OES obtinute au fost supuse analizei utilizand sistemul C-B pozitiv
secund al azotului molecular ca model de simulare pentru fitarea datelor cu software-ul
MassiveOES (Vorag et al., 2019), identificandu-se o valoare media a temperaturii de
rotatie de 1163 + 24 K.

4.3.2. Temperatura PAM
Monitorizand temperatura solutiei supuse descarcarilor CAP, s-a observat ca
expunerea a provocat doar cresteri minore de temperatura ale PAM, aceasta nedepasind

valoare de 30°C.

4.4. Evaluare pH-ului PAM

Observand modificarea treptata a culorii mediului RPMI 1640 (continand rosu
fenol) Tn timpul expunerilor la descarciri de CAP, in functie de timpul de expunere
utilizat, etapa ulterioara a studiului a fost evaluarea pH-ului solutiilor de PAM obtinute.
Tn urma expunerii solutiilor PBS si RPMI la CAP pentru 30, 60, 90 si 120 de secunde,
s-a identificat o acidificare treptata a acestor, Intr-o maniera dependenta de doza (Figura
4.3). Conform rezultatelor obtinute procesul de acidificare a fost mai pronuntat in cazul

solutiilor PAM-PBS.
18



A PAM-PBS B PAM-RPMI

dekkE *REE

| * kXK *kkk

| ook Fk kK

*kkok Rk
7.5 l_l 7.5 l_l
7.0 7.0 =
6.5 . 6.5
B 6.0 £ 6.0
3 55 S ss
§ 5.0 = § 5.0
S 45 S 45
4.0 4.0
3.5 3.5
3.0—F—7—7 3.0
C 30s 60s 90s 120s C 30s 60s 90s 120s
Timp de expunere Timp de expunere

Figura 4.3.Analiza pH a solutiilor PAM-PBS (A) si PAM-RPMI (B) dupa expunerea la CAP. Valorile sunt
medii £SEM (n=3). Semnificatia statistica a fost determinata prin analiza ANOVA unifactoriala, urmata de

testul Dunnett posthoc de comparatie multipla (**** p<0.0001).

4.4. Stabilitatea pH-ului PAM la diferite temperaturi de stocare

Tratamentele PAM-PBS prezinti fluctuatii ale nivelurilor pH cuprinse intre
0,01 i 0,33, acestea nefiind influentate de temperatura de stocare. In cazul tratamentelor
cu PAM-RPMI, fluctuatiile nivelurilor pH identificate au fost intre 0,03 si 0,46, spre
deosebire de PAM-PBS aceste fluctuatii fiind dependente de temperatura de stocare.
Rezultatele obtinute demonstreaza faptul ca ambele tipuri de tratamente pot fi stocate
pana la 3 luni, modificarile de pH inregistrate nefiind destul de mari incat sa influenteze
rezultatele tratamentelor indirecte cu CAP (Figura 4.4). Totusi se poate observa cd
—80°C este temperatura optima de depozitare a tratamentului PAM-RPMI datorita

variatiei sale sub 0,1 pH, pentru toate variantele experimentale.
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Figura 4.4. Variatiile valorilor pH-ului solutiilor PAM-PBS si PAM-RPMI identificate pe parcursul a 3 luni

de depozitare la diferite temperaturi.

4.5. Impactul tratamentelor cu PAM-PBS si PAM-RPMI asupra viabilititii celulare

Rezultatelor obtinute au indicat cd, pentru timpii de expunere de 30 de secunde
si 60 de secunde, efectele citotoxice au fost relativ comparabile intre cele doua solutii,
cu un efect citotoxic putin mai puternic observat pentru PAM-RPMI. Cu toate acestea,
pentru timpii de expunere de 90 de secunde si 120 de secunde, a fost observatd o
diferenta semnificativa intre cele doud solutii, PAM-RPMI 90s avéand ca rezultat o
reducere a viabilititii celulelor HOS de 78%, iar PAM-RPMI 120s de 85%, pe cand
tratamentele cu PAM-PBS 90s si PAM-PBS 120s au redus viabilitatea celulara cu doar
17,2% si respectiv 26,5% (Figura 4.5). Posibila reactivitate dintre CAP si multitudinea
de elemente constitutive ale mediului RPMI, spre deosebire de solutia simpla de PBS,
poate fi cauza citotoxicititii mai mari observate in acest studiu, la utilizarea PAM-
RPMI. Ca urmare a gradului de citotoxicitate mai ridicat, RPMI 1640 a fost selectat ca

solutie de expus pentru producerea PAM din etapele ulterioare ale acestui studiu.
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Figura 4.5. Viabilitatea celulelor HOS tratate cu PAM-PBS (A) si PAM-RPMI (B). Valorile sunt medii
+SEM (n=3). Semnificatia statistica a fost determinata prin analiza ANOVA unifactoriala, urmata de testul

Dunnett posthoc de comparatie multipla (ns — nesemnificativ, ** p < 0.01, **** p < 0.0001).

4.6. Evaluarea temporala a efectelor tratamentului cu PAM-RPMI asupra
viabilitatii celulare

Analizand evolutia procentului de viabilitate celulara pe parcursul desfasurarii
intregului experiment, s-a observat faptul cd toate variantele de tratament reduc
semnificativ numarul celulelor viabile incd de la prima evaluare, la doua ore dupa
tratament. Chiar daca in cazul anumitor variante experimentale, la anumite ore, nu au
fost identificate diferente semnificativ statistice, tendinta generala observata a fost de
scadere progresiva a viabilitatii celulare, aceasta fiind cel mai vizibila in intervalul 12 —
48 de ore post-tratament (Figura 4.6.). Astfel putem afirma ca, dupa tratarea indirecta
cu PAM-RPMI a celulelor HOS pentru 30 de minute, efectele tratamentului dureaza

pana la cel putin 48 de ore de la indepartarea acestuia.
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Figura 4.6. Viabilitatea celulelor HOS tratate cu PAM-RPMI 30s (A), PAM-RPMI 60s (B), PAM-RPMI 90s
(C) si PAM-RPMI 120s (D). Valorile sunt medii +SEM (n=8). Semnificatia statistica a fost determinata prin
analiza ANOVA unifactoriald, urmata de testul Dunnett posthoc de comparatie multipla (ns —

nesemnificativ, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0004 **** p < 0.0001)

4.7. ldentificarea timpului optim de tratament

Tratamentul PAM-RPMI a prezentat efecte citotoxice pentru toate variantele
experimentale, acestea variand de la usoare la moderate si puternice, in functie de

combinatia de timp de expunere si de timp de tratament (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Analiza comparativa a citotoxicititii PAM-RPMI influentata de Ttr. Valorile sunt medii =SEM
(n=4). Semnificatia statistica a fost determinata prin analiza ANOVA bifactoriald, urmata de testul Tuckey

post hoc de comparatie multipla (ns — nesemnificativ, * p < 0.05, *** p = 0.0004, **** p < 0.0001).
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4.8. Stabilirea influentei pH asupra viabilitatii celulare

Pentru a investiga impactul acidificarii mediului expus la CAP asupra
celulelor, au fost utilizate doua loturi de celule HOS. Un lot a fost tratat cu PAM-RPMI
n trei variante experimentale (cu Tex de 30, 60 si 90 de secunde), iar celdlalt lot a fost
tratat cu mediu RPMI 1640 simplu al carui pH a fost modificat cu acid clorhidric pentru
a ajunge la valori similare de pH cu cele ale PAM-RPMI.
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Figura 4.8. Viabilitatea celulelor HOS tratate cu PAM-RPMI si solutie RPMI 1640 modificata cu pH.
Valorile sunt medii #SEM (n=4). Semnificatia statistica a fost determinata prin analiza ANOVA

bifactoriald, urmati de testul Sidék post-hoc de comparatie multipla (ns — nesemnificativ, **** p < 0.0001).

Comparand efectele asupra viabilitatii celulelor HOS a celor doua tipuri de
tratamente (pH-RPMI si PAM-RPMI), s-a concluzionat céd scaderea pH a RPMI 1640
nu influenteaza viabilitatea celulelor HOS, efectele citotoxice fiind asadar determinate

doar de expunerea RPMI 1640 la CAP.
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4.9. Determinarea selectivitatii tratamentului

Selectivitatea tratamentului indirect CAP a fost evaluata prin tratarea celulor
tumorale HOS si a celulelor normale HOB cu PAM-RPMI si analiza viabilitatii acestora
in doud puncte temporale prestabilite, si anume la doua si respectiv douazeci si patru de
ore post-tratament. Solutiile PAM-RPMI utilizate au fost expuse la CAP pentru 30, 60

si 90 de secunde.
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Figura 4.9. Evaluarea selectivitatii tratamentului cu PAM-RPMI. Valorile sunt medii +SEM (n=3).
Semnificatia statistica a fost determinati prin analiza ANOVA bifactoriald, urmata de testul Sidak post-hoc

de comparatie multipla (ns — nesemnificativ, * p < 0.05, *** p = 0.001, **** p < 0.0001).

In urma analizarii rezultatelor, se poate afirma faptul ci tratamentul cu PAM-
RPMI utilizat 1n acest studiu si produs prin descarcare de tip DBD, prezinta un efect
apoptotic selectiv in cazul celulelor de osteosarcom, cu un impact maxim n cazul
utilizarii unui timp de expunere la CAP a mediului RPMI 1640 de 90 de secunde. Astfel,
tratamentul are capacitatea de a distruge celulele HOS, celulele normale adiacente fiind

afectate Tntr-o foarte micd masura.

4.10. Analiza expresiei genice

In urma analizarii rezulatelor obtinute in cadrul evaluarii temporale a efectelor

tratamentului cu plasma non-termica la presiune atmosferica asupra celulelor HOS, s-a
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stabilit realizarea analizei expresiei genice la doud si doudzeci si patru de ore post-

tratament.
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Figura 4.10. Analiza expresiei genelor BAX, CASP9 si CASP3 la nivelul celulelor HOS si HOB tratate cu

PAM-RPMI. Valorile sunt medii = SEM (n=3). Semnificatia statistica a fost determinata prin analiza

ANOVA unifactoriald, urmaté de testul Dunnett posthoc de comparatie multipla (ns — nesemnificativ, * p <

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).

25



HOB

axn

HOS ns | -
I I
% 15 i bl 2 15 ns phad Timp de expunere
g ’ | * | P g ' . mm Control
T _ 1.0 T [ § 1.0 . 30s
23 b i g8 == 60s
23, 0s{ [ 3 o5
SN TF $5
2 + e 2 O 004—=
£8 0.0 £8 0, m= T
T = T =
s 0.5 £ s 054
2 2
@ [
g -0 T T g -0 T T
£
b 2H 24 H & 2H 24H
HOB
ns £
HOS N ...
I I
g 15 * *ax % 15— e - Timp de expunere
5 | e | wxx 5 mm Control
g toq d I 2 1.0 z = 30s
— D o~
o5 e i o5 m 60s
©3 05 [ “3 054
o N T N 90s
- T £ 8
5 g 00T & g 00
gd £< T
3 0.5 = = 05
e I 2
2 10 T T A T T
w 2H 24H w ZH 24H
HOB
ns e
HOS * | EE
|
ns EREE ns
© -]
o | | o Timp de expunere
77} 1.5+ * wnk @0 1.5+
s I I S mm Control
'E 1.0 ns Trax ‘ 'E 1.0 mm 30s
& 0.5 0.5
83 - %5 = 60s
A= X wd o 0.04—F
EE 2%
Z & -0.54 2 & -0.57
g8 %8
o = -1.0 @ = 1.0
2 5 - 3 .54
@ I
‘E:; 2.0 T T a 20 T T
i} 2H 24H o 2H 24H

Figura 4.11. Analiza expresiei genelor DIABLO, JNK1 si CASPS la nivelul celulelor HOS si HOB tratate

cu PAM-RPML. Valorile sunt medii £ SEM (n=3). Semnificatia statistica a fost determinata prin analiza

ANOVA unifactoriala, urmata de testul Dunnett posthoc de comparatie multipla (ns — nesemnificativ, * p <

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.000
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Figura 4.12. Analiza expresiei genelor BCL2, CFLAR SI XIAP la nivelul celulelor HOS si HOB tratate cu

PAM-RPMI. Valorile sunt medii = SEM (n=3). Semnificatia statistica a fost determinata prin analiza

ANOVA unifactoriala, urmata de testul Dunnett posthoc de comparatie multipla (ns — nesemnificativ, * p <

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).
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Figura 4.13. Analiza expresiei genelor TNFa, RIPK3 si TP53 la nivelul celulelor HOS si HOB tratate cu
PAM-RPMI. Valorile sunt medii = SEM (n=3). Semnificatia statistica a fost determinata prin analiza
ANOVA unifactoriala, urmata de testul Dunnett posthoc de comparatie multipla (ns — nesemnificativ, * p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).
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Figura 4.14. Analiza expresiei genelor CDKN1A si MKI167 la nivelul celulelor HOS si HOB tratate cu
PAM-RPMI. Valorile sunt medii = SEM (n=3). Semnificatia statistica a fost determinata prin analiza
ANOVA unifactoriald, urmata de testul Dunnett posthoc de comparatie multipla (ns — nesemnificativ, * p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).

Primul aspect important ce se evidentiaza in urma evaludrii expresiei genice la
celulele HOS si HOB tratate cu PAM-RPMI este lipsa relatiei doza-efect (Figurile 4.10
—4.14). Exceptand céteva situatii, nu a putut fi identificata o corelatie intre timpul de
expunere si nivelul de expresie genica, indiferent de momentul post-tratament la care a
fost realizata analiza. In schimb, au putut fi observate modificari similare ale nivelelor
de expresie genica la probele tratate cu PAM-RPMI 30s si PAM-RPMI 60s, dar diferite
fata de nivelul de expresie genicd al probelor tratate cu PAM-RPMI 90s. Mai mult, in
cazul evaluarii nivelului de expresiei a unor gene, variantele experimentale de tratament

au prezentat modulari opuse. Chiar daca acest fapt poate fi considerat un impediment in
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ceea ce priveste terapia cu CAP, modularea diferita a expresiei unor gene in functie de
timpul de expunere poate reprezenta un avantaj clinic prin posibilitatea de a oferi
pacientilor tratamente personalizate atunci cand se doreste activarea anumitor cai de
semnalizare celulara sau, din contra, evitarea activarii acestora.

Analizand 1n general efectul tratamentului indirect cu CAP asupra modularii
expresiei genice (Figurile 4.10 — 4.14), netindnd cont de rezultatul fiecarei variante
experimentale in parte, ci de tendinta observata, se poate afirma cé, la doud ore dupa
tratament, PAM-RPMI a avut ca efect blocarea ciclului celular si activarea caii
intrinseci de semnalizare a apoptozei la celulele HOS prin supraexprimarea genelor
CDKN1A, TP53, BAX si DIABLO. Conform acestei cdi de semnalizare celulara, in
urma activarii de catre varii stimuli (printre care si ROS) a genei TP53, aceasta activeaza
gena CDKNI1A, ce duce la blocarea ciclului celular, si gena BAX, care la randul ei
activeaza gena DIABLO si elibereaza citocromul C. Gena DIABLO inhiba expresia
genei antiapoptotice XIAP si, Iimpreund cu gena BAX, activeaza cascada de caspaze
apoptotice. La doudzeci si patru de ore dupa tratament a fost observata supraexprimarea
genei RIPK3, implicatd in procesul de moarte celulard prin necroptoza, nefiind
identificate supraexprimari ale genelor implicate in procesul apoptotic. Surprinzator,
indiferent de timpul la care au avut loc evaludrile, nu a fost observat un efect de activare
a cailor de semnalizare antiapoptotice (cu exceptia tratamentului cu PAM-RPMI 90s,
unde, observand datele de viabilitate celulara, supraexprimarea acestor gene a fost
tardiva). In ceea ce priveste efectele tratamentului indirect cu CAP asupra celulelor
HOB, acesta a determinat blocarea ciclului celular si activarea caii intrinseci de
semnalizare a apoptozei prin supraexprimarea genelor CDKN1A, TP53, BAX, CASP9
si CASP3, activarea cdii extrinseci de semnalizare a apoptozei prin activarea genei
CASPS8, precum si supraexprimarea markerului de necroptozd celulara RIPKS3.
Conform cdii de semnalizare intrinsecd a apoptozei, activarea genei TP53 duce la
activarea genei CDKN1A ce blocheaza ciclul celular si la activarea genei BAX ce
elibereaza citocromul C. Acesta din urma promoveaza formarea apoptosomului ce are

ca rezultat activarea genei CASP9, care, la randul ei, activeazd gena CASP3. La
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doudzeci si patru de ore in urma tratamentului cu PAM-RPMI, toate genele ce
promoveaza blocarea ciclului celular sau moartea celulard au fost supraexprimate. Tn
privinta modularii expresiei genelor antiapoptotice la celulele HOB de catre PAM-
RPMI, la doui ore dupa tratament este identificatd supraexpresia genei BCL2. Aceasta
are capacitatea de a inhiba procesele apoptotice prin inactivarea genelor BAX si
DIABLO. La douazeci si patru de ore dupa tratament, a fost observata supraexprimarea
genelor CFLAR, ce are rolul de a inactiva expresia genei CASP8, si XIAP care are
functia de a inactiva genele DIABLO, CASP9 si CASP3. Subexpresia genei MKI167, in
cazul ambelor linii celulare, atat la doua, cat si la doudzeci si patru de ore post-tratament,
releva faptul ca procesele de proliferare celulara sunt suprimate.

Cea mai importanta diferenta intre efectele PAM-RPMI asupra expresiei genice
a celulelor HOS si HOB o reprezinta supraexprimarea genelor antitpoptotice la celulele
normale. Acest raspuns celular poate sta la baza selectivitatii tratamentului indirect cu

CAP, prin blocarea in celulele normale a semnalelor proapoptotice induse de acesta.

4.11. Determinarea speciilor reactive de azot si oxigen

4.11.1 RNS

In urma expunerii mediului RPMI la descarciri CAP pentru 30 s, 60 s si 90 s
au fost identificate concentratii milimolare de NO3; si NO3 in toate variantele
experimentale, acestea fiind generate intr-o maniera dependentd de doza de CAP
(Figura 4.15).

Analizénd nivelurile intracelulare RNS, s-a observat la ambele linii celulare ca
acestea cresc intr-un mod dependent de doza de CAP imediat dupa tratament, urmand
ca la doud ore sa revina la valorile de baza care se mentin pana la doudzeci si patru de
ore post-tratament (Figura 4.16). Interesant este faptul ca la nivelul celulelor HOB au

fost identificate concentratii mult mai ridicate de RNS, spre deosebire de celulele HOS.
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4.11.2. ROS

Analiza intracelulard a nivelului de ROS din celulele tumorale si normale, pe
o perioada de doudzeci si patru de ore de la tratament (Figura 4.17) a relevat faptul ca,
in cazul celulelor HOB, imediat dupd tratament, nivelul ROS a scazut intr-o maniera
dependenta de doza de tratament. Dupda doud ore, valorile au revenit la normal,
ramanand constante pana la doudzeci si patru de ore post-tratament. Aceasta reducere
ar putea fi rezultatd in urma unei activari intense si imediate in urma tratamentului cu
PAM-RPMI a mecanismelor celulare antioxidante, activitatea acestora scazand
concentratiile de ROS sub nivelul de baza. In ceea ce priveste nivelurile intracelulare
de ROS din celulele HOS, acestea au suferit o crestere usoard (cu exceptia probelor
tratate cu PAM-RPMI 90s) si continud pe parcursul celor doudzeci si patru de ore.
Acumularea ROS intracelulard ce a avut loc dupé indepartarea tratamentelor cu PAM
demonstreaza un efect al CAP de inducere a productiei de ROS intracelular sau de
dereglare a mecanismelor antioxidante, astfel se poate afirma ca efectele biologice nu
se bazeaza exclusiv pe concentratiile speciilor reactive generate de CAP si prezente in

CAP.
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Concluzii generale

Considerand rezultatele experimentale ale prezentului studiu, au fost elaborate

urmatoarele concluzii:

1.

10.

Caracterizarea electrica a descarcarilor CAP a evidentiat o forma de unda tipica
curent-tensiune, descarcarile de tip bariera dielectrica fiind sub forma de pachete
cu o frecventa de 100 Hz, iar frecventa tensiunii electrice din fiecare pachet fiind
de 23 kHz.

Numarul mediu de curenti din cadrul fiecarui pachet de descarcare este de
aproximativ 1600, cu valori ale intensitatii cuprinse intre 0,06 A si 0,72 A.

Sursa de generare CAP produce PAM a carui temperatura in timpul expunerii nu
depaseste 30°C.

in urma expunerii la CAP, PBS sufera un proces de acidifiere mai pronuntat decét
RPMI 1640.

Temperatura optima de stocare a solutiilor PAM, fara a fi modificate nivelurile pH
ale acestora, pentru o perioada de pand la 3 luni este de -80°C, cele mai stabile
solutii fiind cele de PAM-RPMI.

Sistemul de generare CAP produce PAM cu efecte citotoxice asupra celulelor
umane de osteosarcom, dependente de doza de tratament.

PAM-RPMI are capacitatea de a produce efecte citotoxice asupra celulelor HOS
mai puternice decat PAM-PBS.

Dintre toate variantele experimentale analizate, tratamentul cu PAM-RPMI expus
la CAP pentru 120s demonstreaza cea mai puternica actiune antitumorald, dar nu a
putut fi utilizat in cadrul evaludrilor expresiei genice si a nivelurilor de RONS
deoarece rata de mortalitate celulara indusa de acesta a fost de aproape 100%.
Efectele citotoxice ale tratamentului cu PAM-RPMI se accentueaza pe o perioada
de cel putin patruzeci si opt de ore de la indepartarea acestuia.

In configuratia de generare PAM-RPMI prezentati, timpul optim de tratament, cu

eficienta cea mai ridicata, este de 30 de minute.
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11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Acidificarea observata a tratamentelor PAM-RPMI nu influenteaza viabilitatea
celulara, efectele citotoxice fiind determinate exclusiv de caracteristicile
antitumorale ale CAP.

Sistemul utilizat de generare CAP are capacitatea de a produce PAM-RPMI cu
efecte citotoxice selective.

Modularea expresiei genice ca urmare a tratamentului cu PAM-RPMI nu este
dependenta de doza de tratament.

Tratamentul cu PAM-RPMI a celulelor HOS a determinat blocarea ciclului celular
si activarea mecanismelor apoptotice si necroptotice de semnalizare celulara, prin
suprareglarea expresiei genelor CDKN1A, TP53, BAX, DIABLO si RIPK3.
Tratamentul cu PAM-RPMI a celulelor HOB a determinat blocarea ciclului celular
si activarea mecanismelor apoptotice si necroptotice de semnalizare celulara, prin
suprareglarea genelor CDKN1A, TP53, BAX, DIABLO, JNK1, CASP9, CASPS,
CASP3, TNFa si RIPK3.

Ca urmare a tratamentului cu PAM-RPMI, la nivelul celulelor HOB se activeaza
mecanismele de semnalizare celulara antiapoptotice, prin supraexprimarea genelor
BCL2, CFLAR si XIAP.

Tratamentul cu PAM-RPMI determind la ambele linii celulare studiate reducerea
sau inhibarea proceselor de proliferare celulara prin modularea nivelului de
expresie a genei MKI167.

Activarea cdilor de semnalizare antiapoptotice la celulele HOB poate reprezenta
unul dintre mecanismele ce stau la baza selectivitatii tratamentului indirect cu CAP.
Expunerea mediului RPMI 1640 la descarcarile CAP generate de sistemul prezentat
in acest studiu produce cele mai ridicate niveluri de RNS raportate pana in prezent
in ceea ce priveste efectele tratamentelor indirecte cu CAP in oncologie.
Tratamentele cu PAM-RPMI cresc in functie de dozaj nivelurile intracelulare de

NO; la ambele tipuri de celule evaluate n cadrul acestui studiu.
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21.

22.

23.

Tratamentele cu PAM-RPMI determind acumularea ROS intracelulara la celulele
HOS 1intr-o maniera dependentd de doza, celulele HOB avand capacitatea de a
mentine sub control nivelurile ROS intracelulare.

Conform rezultatelor obtinute, gradul de citotoxicitate al tratamentului cu PAM-
RPMI este dictat de potentialul acestuia de a induce modificari ale concentratiilor
intracelulare de ROS, capacitatea celulelor HOB de contracarare a stresului
oxidativ conferindu-le rezistenta la tratamentul cu CAP.

Considerand rezultatele experimentale obtinute, solutiile de PAM-RPMI obtinute
cu ajutorul sistemului de generare CAP prezentat ar putea reprezenta o abordare

promitatoare in terapia osteosarcomului.
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