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I. INTRODUCERE

Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) este un factor de
transcriere cu un rol esential in reglarea cresterii, diferentierii, supravietuirii si functiei
imunitare celulare (Timofeeva et al., 2012). In cadrul ciii de semnalizare JAK/STAT3, dupa
stimularea unor receptori specifici, proteinele Janus Kinase (JAK) sunt activate si
fosforileazda STAT3, determinand dimerizarea, activarea si translocarea acestuia in nucleu
(Bild, Turkson & Jove, 2002). Aici, STAT3 leaga elemente de raspuns specifice, cum ar fi
motivele de tip ,,secventa activata de Interferonul gamma” (GAS-like), situate in promotorii
genelor tintd (Ivashkiv & Donlin, 2014). Expresia acestor gene este astfel modulata de
STAT3, contribuind la controlul proceselor celulare mentionate mai sus. In conditii
fiziologice normale, activarea STAT3 este strict controlata si tranzitorie (Timofeeva et al.,
2012). Cu toate acestea, activarea persistentd a STAT3 a fost implicata in dezvoltarea si
progresia mai multor tumori maligne, inclusiv cancerul ovarian. Alterarea reglajului sau
poate perturba homeostazia celulara, contribuind la proliferarea necontrolata, rezistenta la
apoptoza si crearea unui micromediu tumoral imunosupresor (TME) (Huang et al., 2000;
Cheung, Leung & Wong, 2006; Davidson, Tropé & Reich, 2012; Jia et al., 2017). Cancerul
ovarian este recunoscut ca fiind una dintre cele mai severe transformari maligne ginecologice
la nivel global, datoritd progresiei sale silentioase si detectdrii in stadiu avansat, cu peste
200.000 de cazuri noi anual (Ren et al., 2025). Prin urmare, exista o nevoie stringentd de a
dezvolta noi compusi terapeutici specifici impotriva acestei boli. In contextul cancerului
ovarian, semnalizarea aberantd STAT3 este deosebit de semnificativa si este asociatd cu un
prognostic nefavorabil, progresia bolii catre stadii avansate si rezistenta la chimioterapie,
prin cresterea expresiei genelor de proliferare si supravietuire, cum ar fi ciclina D1, c-myc,
survivina, MCLI (myeloid cell leukemia-1), PIM1 (Pim-1 proto-oncogene, serine/threonine
kinase) sau MMP-uri (gene pentru metaloproteinazele matriceale), suprimand in acelasi timp
apoptoza si amplificand angiogeneza (Huang et al., 2000; Wu et al., 2019).

Prin urmare, STAT3 este explorat intens drept tintd terapeutica, diversi inhibitori
fiind investigati pentru a perturba semnalizarea sa in cancer si a restabili functia celulara
normald. Eforturile de a inhiba semnalizarea STAT3 au inclus inhibitori care vizeaza
citokinele (de exemplu, IL-6) sau receptorii citokinelor, cum ar fi IL-6R, dar nu au
demonstrat un efect semnificativ asupra tumorilor solide in stadiu avansat si pot declansa
efecte colaterale (Angevin et al., 2014; Goumas et al., 2015; Baran et al., 2018). Inhibitorii
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JAK, chiar dacd unii dintre ei sunt deja aprobati de FDA, prezinta efecte secundare sistemice
pronuntate (Qian, Xue & Shannon, 2022; Verstovsek et al., 2012). Au fost utilizate si peptide
si molecule mici care vizeaza domeniul Src Homology 2 (SH2) al lui STAT3 (de exemplu,
inhibitorul care contine motivul PYLKTK, sau STATTIC), insa acestea sunt iImpiedicate
adesea de o permeabilitate membranard scazutd si o eficacitate insuficientd, din cauza
afinitatii si specificitatii scazute (Turkson et al., 2001; Schust et al., 2006). Abordarile bazate
pe acizi nucleici, precum oligonucleotidele antisens, care sunt menite sd degradeze ARN
mesager pentru STAT3, se confrunta cu provocari legate de instabilitate si efecte nespecifice,
in afara ftintei, In ciuda potentialului lor (Roth, 2005; Zhang et al.,, 2024).
Oligodeoxinucleotidele capcana (ODN-decoy) care imita situsurile de legare pentru STAT3
si actioneaza ca si competitori pentru domeniul de legare ADN (DBD) al lui STAT3 au fost
studiate in mai multe tipuri de cancer si au aratat rezultate promitatoare in vitro, dar au fost
limitate de degradarea rapida in vivo (Gu et al., 2008; Sen et al., 2009, 2012; Souissi et al.,
2011).

Pentru a adresa aceste limitari, am dezvoltat si caracterizat un minicerc ADN dublu
catenar (prescurtat anti-STAT3 mcDNA), care contine trei motive de tip GAS pentru a
actiona ca o capcana stabild pentru STAT3. Astfel, pentru a rdspunde nevoii pentru terapie
personalizata in cancerul ovarian, am folosit o noua strategie de design si validare pentru a
crea aceasta moleculd si am utilizat-o pentru prima data in acest studiu pentru a inhiba
STATS3 in celulele canceroase ovariene. Deoarece SKOV3 este a cincea linie celulard cu cea
mai mare expresie a STAT3, a fost aleasa ca model pentru aceasta boala (The Human Protein
Atlas, 2025). Ne asteptdm ca acest minicerc sd captureze eficient STAT3, sd reducd activarea
genelor tintd si sd inhibe proliferarea, promovand in acelasi timp apoptoza in celulele
canceroase ovariene SKOV3.

Consideram ca minicercul dezvoltat ofera mai multe avantaje cheie: (i) trei motive
de tip GAS pe o singura moleculd, ceea ce sporeste probabilitatea sa de a interactiona cu
DBD al STAT3; (i1) configuratia circulara inchisa care imbunatateste stabilitatea moleculara
si protejeazd Tmpotriva degradarii mediate de nucleaze; (iii) probabilitatea unui timp de
injumatatire extins dupd administrarea in vivo si (iv) simplitatea sa, constdind in ADN
nemodificat chimic, ceea ce permite o productie eficientd financiar. Ne asteptdm ca aceste
atribute sa conduca la o strategie semnificativ eficienta pentru inhibarea activitatii STAT3
in cancerul ovarian, precum si in alte cancere reglate de STAT3.

Prezenta tezd este compusa dintr-o Parte Teoretica si o Parte Experimentala. Partea

Teoretica ofera o imagine de ansamblu asupra universului proteinelor STAT, cu accent pe
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STATS3, evidentiind aspecte precum structura, functiile celulare, reglarea si implicatiile in
boala care au determinat alegerea de a aborda proteina STAT3 in cancerul ovarian ca subiect
al acestei teze.

Partea experimentala reprezinti contributia personala a autoarei acestei teze. In acest
studiu, raportam designul, validarea si evaluarea in vitro a anti-STAT3 mcDNA, precum si
a unui minicerc control (denumit mock mcDNA) cu motive de tip GAS modificate, in celule
canceroase ovariene SKOV3. Mai intai, am circularizat oligonucleotidele precursoare printr-
o metoda de ligare enzimatica. Circularizarea a fost apoi validatd prin restrictie enzimatica
la situsuri specifice, iar specificitatea de legare a anti-STAT3 mcDNA la proteina STAT3 a
fost evaluata prin testul de mobilitate electroforetici (EMSA). In experimentele de MTS,
citometrie 1n flux si Western blot, am aratat ca anti-STAT3 mcDNA a provocat: inhibare
specificd semnificativa, apoptozad si scadere a proliferdrii celulelor canceroase ovariene
SKOV3 cu STAT3 activ. In plus, tehnicile de PCR cantitativ si Western blot au demonstrat
un reglaj negativ semnificativ al genelor anti-apoptoza si pro-supravietuire, MCLI si PIM1,
in celulele SKOV3 tratate cu anti-STAT3 mcDNA, comparativ cu minicercul mock. Toate
aceste rezultate obtinute dezvaluie potentialul acestui compus ca o0 noua strategie terapeutica
pentru inhibarea semnalizarii STAT3 in cancerul ovarian. Aceastd strategie ar putea fi

exploratd si in alte tumori maligne induse de STAT3.

Ipoteza
Un minicerc ADN care tinteste STAT3 va actiona ca o capcand pentru aceastd
proteind, reducand astfel activitatea genelor modulate de STAT3 si provocand inhibare,

apoptoza si proliferare scazuta a celulelor canceroase ovariene SKOV3.

Obiectivele acestei teze

o Proiectarea unui minicerc ADN dublu-catenar care vizeaza proteina STAT3

o Dezvoltarea minicercului ADN si validarea structurii sale

o Evaluarea interactiei dintre minicercul ADN s1 STAT3

o Determinarea concentratiei inhibitorii a minicercului ADN 1in celulele model de
cancer ovarian

o Determinarea efectelor functionale ale minicercului ADN asupra unor celule
canceroase ovariene reprezentative

o Evaluarea expresiei genelor modulate de STAT3 utilizand un model celular pentru

cancerul ovarian, la tratamentul cu minicercul ADN
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II. PARTE TEORETICA

1. PROTEINELE STAT

Familia de proteine STAT este formata din sapte membri: STATI1, STAT2, STATS3,
STAT4, STATSA, STATSB si STAT6, fiecare dintre ei fiind codificat de gena
corespunzitoare. In ciuda localizarii lor diferite, analiza comparativi a secventelor si studiile
de cristalografie au aratat ca proteinele STAT prezinta o structurd extrem de conservata
(Becker, Groner & Miiller, 1998; Calo et al., 2003). Masele moleculare ale proteinelor
STAT, in functie de membru, variaza de la 80 la 100 kDa (Hendry & John, 2004). Proteinele
STAT au o lungime de 750-900 resturi de aminoacizi si cuprind sase domenii, fiecare cu un
rol bine stabilit (Lim & Cao, 2006).

La capatul N-terminal, toate proteinele STAT prezintd un domeniu N-terminal (NTD),
care contine alfa-helixuri si este foarte important pentru interactiunile stabilite cu alti factori
de transcriere sau cofactori, facilitind procesul de dimerizare, In prezenta sau absenta
fosforilarii (Strehlow & Schindler, 1998). Domeniul coiled-coil (CCD) este numit si
domeniul all-helix, dat fiind faptul ca este o superspiralizare formata doar din alfa-helixuri.
Datoritd prezentei unui semnal de localizare nucleara (NLS), este implicat si n acele
interactiuni proteice necesare importului nuclear (Awasthi, Liongue & Ward, 2021). in
continuare, domeniul de legare ADN (DBD), cu o pliere asemanatoare imunoglobulinei,
este crucial pentru reglarea pe care proteinele STAT o exercita asupra genelor tinta. Prin
intermediul acestui domeniu, STAT se leaga de motivele specifice ADN localizate in
promotorul genei tintd. De asemenea, s-a descoperit cd acest domeniu este implicat si in
importul nuclear (Horvath, Wen si Darnell, 1995; Awasthi, Liongue si Ward, 2021).
Domeniul linker (LD) este scurt si asigurd organizarea structurald a proteinelor STAT in
timpul fazei de activare si a fazei de legare la ADN, fiind implicat fizic si in formarea
complexului de transcriere (Yang et al., 1999). Domeniul de omologie Src2 (Domeniul
SH2) recunoaste si leagd motive specifice care contin tirozine fosforilate la nivelul
receptorilor. De asemenea, la fosforilarea tirozinei, acesta functioneaza ca punct de contact
pentru homo- sau heterodimerizarea proteinelor STAT prin domeniile lor SH2 (Liu, Gaffen
& Goldsmith, 1998; Lim & Cao, 2006). Nu in ultimul rand, la capatul C-terminal, exista un
domeniu variabil de transactivare (TAD) care ajuta la procesul de reglare a transcrierii
genelor tintd, interactionand cu si recrutand co-activatori (cum ar fi acetiltransferazele
histonice) in complexul ADN-proteind. De asemenea, contine aminoacizi cheie de
fosforilare, cum ar fi tirozinele care, odata fosforilate de o tirozin kinaza (cum ar fi JAK),
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faciliteaza dimerizarea si translocarea nucleara a proteinelor STAT. Alte resturi de serind din
acest domeniu pot modula activarea transcrierii genelor tintd (Zhang, Li & Watowich, 2016).

Figurea 1 prezintd o comparatie intre domeniile proteinelor STAT.
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Figura 1: Comparatie structurald intre membrii familiet STAT. Realizat in
https://BioRender.com de catre Puiu Adina-Gabriela (Vasilescu).

Pentru a explica calea canonica de activare a STAT, premisa general acceptata este
ca proteinele STAT exista ca monomeri inactivi in citoplasma si necesitd fosforilare pentru
a dimeriza (Ivashkiv & Hu, 2004). Semnale extracelulare specifice, precum factorii de
crestere si citokinele, se leagd de receptorii transmembranari corespunzatori. Aceasta
conexiune Intre ligand si receptor determina receptorii tirozinkinazici (cum ar fi receptorii
factorilor de crestere) sa sufere modificari conformationale, sd dimerizeze si sd se
autofosforileze, sau receptorii non-tirozinkinazici (cum ar fi receptorii citokinelor) sa
dimerizeze si sa recruteze proteine JAK In proximitatea membranei celulare (Lim & Cao,
2006; Hu et al., 2021). JAK se transfosforileaza si transactiveaza, fosforiland in continuare
resturile de tirozind din domeniul citoplasmatic al receptorilor. Odata fosforilati, receptorii

creeaza situsuri de andocare pentru proteinele STAT (Liang et al., 2024). La andocarea la



receptor, prin recunoasterea fosfotirozinelor receptorului de catre domeniul SH2 al STAT,
fiecare moleculd STAT este fosforilatd de JAK si disociazd de receptor (Bild, Turkson &
Jove, 2002). Apoi, proteinele STAT fosforilate homo- sau heterodimerizeaza, pozitionandu-
se intr-o orientare antiparaleld prin interactiunea domeniilor lor SH2 cu fosfotirosinele
(Murray, 2007). Dimerii se transloca in nucleu prin intermediul importinelor nucleare si al
semnalului de localizare nucleard (NLS), legandu-se de promotorii genelor tinta si regland
transcrierea acestora (Bild, Turkson & Jove, 2002; Awasthi, Liongue & Ward, 2021). Figura

2 prezinta circuitul STAT3 in celula, ca exemplu de cale de semnalizare STAT.

2. STAT3

STATS3 este un membru cheie al familiei STAT, fiind implicat intr-o gama larga de
procese celulare, precum dezvoltarea, cresterea si supravietuirea. Reglarea STAT3 cuprinde
o multitudine de evenimente care au loc la diferite niveluri si In diferite compartimente
celulare, moduland activitatea fiziologica si patologica a STAT3. De exemplu, reglatorii
negativi ai STAT3 includ proteinele tirozin fosfataze, familia SOCS si familia PIAS. Mai
multi membri ai familiei PTP, precum TC-PTP, SHP1, SHP2, PTPRD sau PTPRT sunt
implicati in procesul de defosforilare a STAT3. In cancerul de san triplu negativ, pierderea
TC-PTP promoveaza cresterea celulelor tumorale prin stimularea atat a activitatii kinazelor
Src, cat si a semnalizdrii STAT3 (Tang, Sui & Liu, 2023). Familia de proteine SOCS
actioneaza prin atasarea la kinazele JAK sau la receptorii de citokine care au fost activati de
JAK, blocand fosforilarea si activarea ulterioara a STAT3 (Tamiya et al., 2011). De
asemenea, SOCS sunt implicate in degradarea proteazomala a STAT3 sau JAK (Neuwirt et
al., 2009). Familia PIAS inhiba STAT3 prin legarea la dimeri, blocand astfel interactiunea
cu ADN si reglarea genelor din aval. PIAS3 s-a remarcat ca un important reglator negativ,
iar nivelurile ridicate ale acestuia au fost corelate cu reducerea proliferdrii celulelor
canceroase $i cresterea apoptozei. Jiang et al. au descoperit ca defectele SOCS3 si PIAS3
duc la hiperactivarea cdii JAK/STAT in cancerul de sin in stadiu incipient (Jiang et al.,
2020). Un alt exemplu, la nivel post-translational, este fosforilarea STAT3 la Tyr 705,
necesara pentru activarea sa si declansata prin mai multe tipuri de semnalizare, cum ar fi
tirozin kinazele non-receptor (precum Abl si Src), receptorii de citokine si receptorii tirozin
kinazici (ca EGFR sau PDGFR) (Michels et al., 2013). Activarea STAT3 implica, de
asemenea, fosforilarea la Ser 727, realizata de obicei de enzime precum protein kinaza

activatd de mitogeni (MAPK) sau kinaza 5 dependenta de ciclind (CDKS5). Activarea



completd a STAT3 necesitd ca ambele evenimente de fosforilare sa aiba loc (Yang et al.,

2020).

Citokine Factori de crestere
ex. IL-6, IFNa ex. EGF, VEGF

Membrana
plasmatica

Receptor de
Factori de crestere

3 @O
Dimerizarea gi
actlvarea lui STAT3

STAT3 Inactiv
Citoplasma
'.' Transcrierea
lor tinta
Nucleu genuiany
”PROMDTOR
Proliferare  Supraviefuire Angiogenezi Inflamatie Metastaza

Figura 2: Calea de semnalizare STAT3, activata de citokine sau factori de crestere. Efectele
biologice asociate bolii declansate de reglarea STAT3 a genelor tintd si unele dintre
mecanismele de reglare negativa pentru STAT3 sunt reprezentate schematic. Realizat in
https://BioRender.com de catre Puiu Adina-Gabriela (Vasilescu).

Implicarea lui STAT3 in Cancerul Ovarian (CO)

Activarea STAT3 in CO a fost corelatd cu proliferarea sporitd si persistenta,
supravietuirea, invazia, formarea vaselor de sange si rezistenta la chimioterapie prin
controlul diverselor gene asociate cu aceste procese. Cand este activat, STAT3 faciliteaza
expresia mai multor gene critice pentru proliferarea celulard (cum ar fi c-Myc, ciclina D1
sau Pim-1) si supravietuirea (cum ar fi Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1 si survivina). Liniile celulare de
CO cu niveluri ridicate de STAT3 fosforilat au prezentat o expresie crescutd a acestor
efectori, ceea ce a dus la cresterea necontrolatd a celulelor si la inhibarea apoptozei (Huang
et al., 2000; Wu et al., 2019). STAT3 joaci un rol esential in procesul de angiogenezi. In
celulele tumorale, STAT3 activ determina secretia unor cantitati ridicate de factor de crestere

endotelial vascular (VEGF) — un stimulator al semnalizarii STAT3, care duce la formarea de



vase de sdnge suplimentare. O bucld de feedback pozitiva care implica STAT3 si VEGF
sustine angiogeneza si determind progresia cancerului ovarian prin Tmbogatirea
vascularizarii in micromediul tumoral (Anglesio et al., 2011). O enzima cheie pentru invazia
tumorald este metaloproteinaza matriciala 9 (MMP9), care degradeazd matricea
extracelulara. STAT3 fosforilat regleaza direct MMP9, contribuind astfel la invazivitatea
cancerului ovarian (Cheung, Leung & Wong, 2006; Jia et al., 2017). O etapa a procesului
metastatic al CO este tranzitia epitelial-mezenchimala (EMT), caracterizatd prin niveluri
scazute de markeri epiteliali, precum E-caderina, si niveluri ridicate de markeri
mezenchimali, precum N-caderina, vimentina si Snail (Davidson, Tropé & Reich, 2012).
STATS3 hiperactivat a fost corelat cu expresia ridicata a vimentinei in celulele canceroase
ovariene, sugerand ca STAT3 este implicat in procesul EMT 1in cancerul ovarian (Yue et al.,
2012). Aceasta asociere intre STAT3 si cancerul ovarian pozitioneaza STAT3 in randul

tintelor terapeutice promitatoare pentru CO.

Inhibitori ai semnalizarii bazate pe STAT3

Avand in vedere rolul semnificativ al lui STAT3 ca biomarker in dezvoltarea si
progresia afectiunilor maligne, au fost dezvoltate diverse strategii de inhibare a semnalizarii
STAT3 pentru a creste speranta de viata si a Incetini progresia bolii.

Inhibarea indirecta se refera la acele strategii care vizeaza si inhiba moleculele din
amonte in calea de semnalizare JAK/STATS3, precum citokinele, receptorii citokinelor,
proteinele JAK sau tirozin kinazele. Un exemplu este Siltuximab, un inhibitor al IL-6, care
nu a prezentat efecte semnificative in tumorile in stadiu avansat, cum ar fi carcinomul
colorectal, al capului si gatului sau ovarian (Angevin et al., 2014). Ruxolitinib sau
Tofacitinib sunt inhibitori JAK, dar chiar dacd sunt deja aprobati de FDA, acestia
declangeaza efecte secundare sistemice (Qian, Xue & Shannon, 2022; Verstovsek et al.,
2012). Erlotinib, un inhibitor al EGFR, si Dasatinib, un inhibitor al Src, trebuie administrate
impreuna cu un agent chimioterapeutic pentru a prezenta efectele scontate, o strategie care
creste toxicitatea, cu afectiuni sistemice ale organismului (Nagaraj, Washington &
Merchant, 2011). Inhibarea directd are loc prin tintirea diferitelor domenii ale STAT3
pentru a-i preveni activitatea. Au fost dezvoltate molecule care tintesc domeniul SH2, care
este implicat 1n interactiunea STAT3 cu receptorii si, de asemenea, in dimerizarea STAT3.
Peptidomimeticele si moleculele mici sintetice au demonstrat efecte promitatoare in cazul
cancerului (Turkson et al., 2001; Schust et al., 2006). Cu toate acestea, ele s-au confruntat

cu limitari precum probleme de permeabilitate, afinitate scazuta si efecte nedorite. Strategiile
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bazate pe acizi nucleici, cum ar fi oligonucleotidele antisens (ASO), care sunt concepute
pentru a se lega si a degrada ARNm al STAT3, se confrunta cu limitari precum instabilitatea

si specificitatea redusa, 1n ciuda potentialului lor (Roth, 2005; Zhang et al., 2024).

3. OLIGONUCLEOTIDELE CA INHIBITORI EFICIENTI AI DOMENIULUI DE
LEGARE ADN AL LUI STAT3

Odata activat si translocat in nucleu, STAT3 regleaza genele tintd prin recunoasterea
si legarea prin intermediul domeniului sau de legare la ADN (DBD) a elementelor de raspuns
specifice (cum ar fi GAS) situate 1n regiunea promotorului acestor gene. Au fost dezvoltate
mai multe molecule inhibitoare, oligonucleotide momeala (ODN-decoy), pentru a tinti acest
domeniu, cu scopul de a bloca functia STAT3 de stimulare a procesului canceros si de a
promova apoptoza si regresia tumorald. Prima generatie de ODN a fost reprezentatd de o
molecula lineara, dublu-catenara, de 15 pb. Aceasta a fost utilizatd la scara largd pe linii
celulare provenite din tumori solide si a dat rezultate promitatoare. A inhibat proliferarea si
progresia ciclului celular, promovand apoptoza si reducand expresia genelor tintd, precum
Cyclin D1, c-myc si Bel-xL in celule de gliom (Gu et al., 2008). A indus apoptoza si a redus
cresterea celulard si a afectat interactiunea STAT3 cu importina, impiedicand translocarea
STAT3 in nucleul celulelor canceroase colorectale (Souissi et al., 2011). Dupa ce a
demonstrat efecte Incurajatoare pe modele animale (Zhang et al., 2007; Sen et al., 2009),
studiile clinice au stabilit cd, la administrarea sistemicd, molecula era instabila si se degrada
rapid sub actiunea nucleazelor (Sen et al., 2012).

Astfel, a fost dezvoltatd o noud clasa de molecule dublu-catenare bazate pe ADN,
numite minicercuri ADN, dar aceasta strategie nu a fost explorata suficient. O metoda de
obtinere a acestor molecule circulare de ADN a fost propusa de Thibault et al. (2017),
inhiband factorul de transcriere NF-kB, datorita prezentei motivelor kB in secventa sa, care
sunt recunoscute de NF-kB. S-a demonstrat ca aceasta reduce semnificativ transcrierea
dependentd de NF-«B in celulele HEK293. Acest studiu ofera oportunitati pentru proiectarea
minicercurilor ca instrumente noi de tintire si capturare bazate pe acizi nucleici.

Avand in vedere toate informatiile prezentate pand acum, si anume importanta
proteinei STAT3, precum si implicatiile sale in initierea si progresia cancerului ovarian si
strategia promitatoare de utilizare a minicercurilor de ADN ca potentiali inhibitori pentru
factori de transcriere precum STAT3, am ales sa utilizez minicercul ADN impotriva STAT3
ca agent terapeutic in celulele de cancer ovarian ca obiectiv principal al acestei teze de

doctorat.
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III. PARTE EXPERIMENTALA

1. MATERIALE SI METODE

Experimentele din aceasta tezd au fost efectuate pe linia celulara de carcinom ovarian
SKOV3, a cincea ca nivel de expresie STAT3 (The Human Protein Atlas, 2025).
Oligonucleotidele si splinturile necesare pentru producerea minicercurilor anti-STAT3 si
mock (mcDNA) au fost achizitionate de la GenScript Biotech (Olanda). Circularizarea si
ligarea moleculelor monocatenare au fost realizate utilizand tehnica ,,Ciclizarea enzimatica
cu ADN ligaza T4 a oligonucleotidelor, asistatad de splint” (Diegelman & Kool, 2000).
Moleculele duclu-catenare au fost obtinute prin izolarea din gelul de agaroza a moleculelor
monocatenare circulare, urmatd de hibridizarea acestora. Validarea conformatiei circulare
dublu-catenare s-a realizat prin digestie enzimatica.

Celulele SKOV3 au fost transfectate cu minicercurile obtinute utilizdnd
Lipofectamina 3000 intr-un raport ADN:Lipofectamina de 1:1. Valoarea ICso a compusului
a fost evaluatd prin testul MTS, dupa tratarea cu concentratii seriale de minicercuri anti-
STAT3 mcDNA si respectiv mock. Celulele SKOV3 tratate cu anti-STAT3 mcDNA, mock
mcDNA sau doar Lipofectamind au fost supuse tehnicilor de citometrie in flux, PCR
cantitativ si Western blot pentru a evalua efectele compusului asupra proliferarii, apoptozei
si reglarii unor gene tinta ale STAT3, MCLI si PIMI. Au fost aplicate testele statistice

corespunzatoare.

2. REZULTATE

Proiectarea si principiul obtinerii minicercurilor

Am utilizat oligonucleotide lineare 5'-fosforilate (cu lungimea de 95 nucleotide)
continand trei motive de tip GAS echidistante, cu secventa 5’ TTCCCGTAA 3’ (demonstrat
ca leaga STAT3 cu afinitate ridicata (Yang et al., 2003)), care servesc drept situsuri de
recunoastere pentru DBD al STAT3. Fiecare catend complementard a fost circularizata
individual folosind metoda ,,ciclizérii enzimatice asistate de splint” (Diegelman & Kool,
2000), catalizatda de ADN ligaza T4.

Aceastd metoda utilizeaza un fragment scurt de ADN monocatenar (,,splint”) care
complementeaza regiunile terminale ale oligonucleotidului. In timpul reactiei, capetele

oligonucleotidului sunt aduse impreund prin hibridizare cu splintul, urmatd de o etapd de
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ligare lenta. Mentinerea unei viteze lente de ligare creste eficienta si minimizeaza formarea
de multimerii nedoriti. Dupa circularizarea monocatenara, cercurile au fost izolate din gel de
agaroza si hibridizate cu complementarele lor pentru a produce minicercuri ADN anti-
STAT3 dublu-catenar (anti-STAT3 mcDNA). Un minicerc control negativ (mock mcDNA)
cu motive de tip GAS modificate, care nu sunt recunoscute de DBD al STAT3, a fost generat
in acelasi mod (Vasilescu et al., 2025). Figura 3 ofera o imagine de ansamblu asupra

modului de productie a minicercurilor.

. _
Oligonucleotid

Hibridizare L?gare cu

. lentd Ligaza T4

Splint
+ Hibridizare
ST Ty
A B AB
@» motiv de tip GAS @ situs de restrictie @ situs de restrictie
pentru Smal pentru EcoRV

Figura 3: Principiul obtinerii minicercurilor dublu-catenare. Reprezentare schematicd a
procedurii de circularizare a oligonucleotidelor prin tehnica ligdrii enzimatice asistate de
splint. Moleculele mcDNA sunt create prin hibridizarea a doud cercuri complementare
monocatenare. Situsul de restrictie Smal este folosit pentru confirmarea circularizarii, n
timp ce digestia cu EcoRV valideaza natura dublu-catenard a minicercurilor. Aceasta figura
este adaptata dupa (Vasilescu et al., 2025).

Producerea minicercurilor ADN dublu-catenare si validarea lor prin digestie

enzimatica

Pentru a crea minicercurile anti-STAT3 si mock dublu-catenare, am circularizat
oligonucleotidele specifice folosind splinturi distincte, generand un situs de restrictie Smal
unic, asa cum s-a descris anterior. Purificarea cercurilor complementare monocatenare a fost
urmata de hibridizarea acestora. Aceastd etapa a format moleculele dublu-catenare finale,
creand situsul de restrictie EcoRV, diametral opus situsului de restrictie pentru Smal. In
continuare, am validat circularizarea folosind restrictia cu Smal, in timp ce prezenta situsului

EcoRV a asigurat hibridizarea completa a celor doud cercuri complementare monocatenare.
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Asa cum se prezintd in Figura 4, molecula finala adoptd o configuratie circulara,
dublu-catenara. Dupa digestia cu Smal si EcoRV (banda 4), produsul principal, care este
banda cea mai groasa, se deplaseaza semnificativ mai jos decat oligonucleotidul linear de 95
de nucleotide. Prezenta benzii (sau benzilor) superioare se datoreaza digestiei incomplete.
Digestia cu Smal (banda 5) produce doua benzi: banda superioara indica molecula circulara
dublu-catenara completa, in timp ce banda inferioara (~100 bp) reprezintd fragmentul linear.
Acest rezultat se datoreaza digestiei partiale. Digestia cu EcoRV (banda 6) genereaza o banda
unica in apropierea valorii de 100 bp, distincta de produsul circular final, aseménatoare cu
banda inferioard observata dupd digestia cu Smal. Am utilizat minicercul dublu-catenar
purificat si hibridizat in prealabil drept control tehnic negativ, incubandu-l fara enzime de
restrictie. Acest control a verificat circularitatea si configuratia dublu-catenara a moleculelor

sintetizate, prezentand o banda unica, similara cu produsul circular final.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

400 pb —
300 pb —

200 pb —

100 pb — <+— 95nucleotide

Figura 4: Validarea minicercurilor dublu-catenare anti-STAT3 in gel de agaroza. Godeul 1:
minicerc monocatenar A, rezultat din reactia de ligare; Godeul 2: minicerc monocatenar B,
complementar minicercului A, rezultat din reactia de ligare; Godeul 3: Quick-Load® 1 kb
Plus DNA Ladder; Godeul 4: minicerc dublu-catenar obtinut dupa purificare din gel si
hibridizare, digerat cu enzimele de restrictie Smal si EcoRV; Godeul 5: minicerc dublu-
catenar obtinut dupa purificare si hibridizare, digerat cu Smal; Godeul 6: minicerc dublu-
catenar obtinut dupa purificare si hibridizare, digerat cu EcoRV; Godeul 7: gol; Godeul 8:
control negativ al minicercului dublu-catenar obtinut dupa purificare si hibridizare, fara
enzime de restrictie; Godeul 9: minicerc dublu-catenar anti-STAT3, dupa purificare si
hibridizare; Godeul 10: precursor oligonucleotidic linear corespunzator minicercului
monocatenar A. Aceasta figura este adaptata dupa (Vasilescu et al., 2025).
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Anti-STAT3 mcDNA interactioneaza specific cu proteina STAT3

Dupa obtinerea si validarea cu succes a minicercurilor, am dorit sd evaludm capacitatea
anti-STAT3 mcDNA de a interactiona cu proteina STAT3. Am efectuat un test de mobilitate
electroforetica (EMSA), utilizdnd o proteina STAT3 obtinuta in laborator. Pentru acest test,

am utilizat diferite rapoarte molare de ADN: proteina.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

anti-STAT3 mcDNA
e legat

mock mcDNA liber anti-STAT3 mcDNA liber

Figura 5: Interactia dintre anti-STAT3 mcDNA si proteina STAT3, evidentiata prin EMSA
si vizualizata 1n gel de agaroza. Pentru interactie au fost utilizate diferite rapoarte molare
ADN: proteind. Godeul 1: control negativ pentru mock (fara proteina); Godeurile 2, 3: mock
mcDNA: STAT3 in rapoarte de 1:3 si 1:4; Godeul 4: control negativ pentru anti-STAT3
mcDNA (fara proteind); Godeurile 5, 6, 7, 8, 9: anti-STAT3 mcDNA: STATS3 in rapoarte de
1:0,75, 1:1,5, 1:2, 1:3 si 1:4; Godeul 10: gol; Godeul 11: Quick-Load® 1 kb Plus DNA
Ladder. Aceasta figura este adaptatd dupd (Vasilescu et al., 2025).

Gelul de agaroza din Figura S prezinta doua tipuri de benzi: (i) benzi care migreaza
in jurul valorii de 100 pb, corespunzand formei libere a minicercurilor, cea care nu a
interactionat cu proteina sau a carei interactiune a fost extrem de slabd, astfel ncat molecula
de ADN nu a fost intarziata; (i1) benzi cu mobilitate redusa semnificativ (cu mult peste zona
de 100 pb), in concordanta cu complexele STAT3—minicerc cu greutate moleculara mare;
deplasarea pronuntatd poate reflecta legarea multimerica a dimerilor STAT3 sau agregarea
partiala a complexului proteini-ADN. Puterea interactiunii si masa proteinei care
interactioneaza dicteaza gradul de intarziere a moleculei de ADN in timpul migrarii. La un
raport molar de 1:0,75 (banda 5), pare sa nu existe nicio interactie intre anti-STAT3 mcDNA
si proteina STAT3, fiind prezentd doar forma libera. Acelasi lucru este valabil si pentru

controlul negativ (banda 4, fara proteina). In intervalul de raport molar de la 1:1,5 la 1:4, se
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poate observa o crestere a formei legate si o scadere a formei libere a anti-STAT3 mcDNA.
Din aceste rezultate, se pare ca, pentru o interactiune reusita, proteina trebuie sa fie in exces
molar fatd de ADN. Mock mcDNA incubat cu proteina in rapoarte molare de 1:3 si 1:4
prezintd acelasi model de migrare ca si controlul negativ de mock (fara proteind), fara nicio
schimbare Tn migrarea moleculei de ADN. Acest lucru sugereaza ca mock mcDNA, datorita
motivelor de tip GAS modificate pe care le contine, nu interactioneaza cu proteina STAT3.
Aceste rezultate indica faptul cd anti-STAT3 mcDNA interactioneaza in mod specific cu

proteina STAT3, datoritd motivelor sale de tip GAS.

Tratamentul cu anti-STAT3 mcDNA scade viabilitatea celulelor SKOV3 de cancer

ovarian

Celulele SKOV3 au fost transfectate fie cu anti-STAT3 mcDNA, fie cu mock
mcDNA (control negativ pentru specificitate) in concentratii seriale: 0 nM, 1,56 nM, 3,12
nM, 6,25 nM, 12,5 nM, 25 nM, 50 nM si 100 nM. Au fost efectuate triplicate tehnice pentru
fiecare conditie. Controalele tehnice negative au fost reprezentate de celulele netratate si
celulele tratate numai cu Lipofectamind 3000 in concentratii echivalente de ADN de 25 nM,
50 nM si 100 nM. Controlul tehnic pozitiv a fost reprezentat de o incubare de 15 minute cu
Triton X-100 0,02%, nainte de addugarea reactivului MTS.

Dupa efectuarea testului MTS, am obtinut o valoare IC50 de 13,48 nM pentru anti-
STAT3 mcDNA. Figura 6A ilustreaza faptul cad viabilitatea celulard a fost redusa intr-o
manierd dependentd de dozi in comparatie cu celulele tratate numai cu Lipofectamini. In
schimb, tratamentul cu mock mcDNA nu a inregistrat niciun efect notabil asupra viabilitatii
celulare, indiferent de concentratie.

Am dorit sa evaluam efectul toxic al Lipofectaminei la cele mai mari concentratii
aplicate (25 nM, 50 nM si 100 nM) si sd determinam dacd efectul observat se datoreaza
exclusiv tratamentului cu compusul ADN sau daci intervine si efectul Lipofectaminei. In
acest scop, am comparat celulele netratate cu celulele tratate numai cu Lipofectamina,
celulele tratate cu anti-STAT3 mcDNA la 25 nM, 50 nM si 100 nM si celulele tratate cu
Triton X-100 (Figura 6B). Am observat o diferentd semnificativa statistic in viabilitatea
celulelor intre tratamentul numai cu Lipofectamina si tratamentul cu anti-STAT3 mcDNA
in cazul tuturor celor trei concentratii. In concluzie, chiar daci existd toxicitate datid de
Lipofectamind, se poate considera ca in principal efectele observate se datoreaza

tratamentului cu minicerc. Mai mult, am observat un efect semnificativ statistic asupra
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celulelor tratate numai cu Lipofectamind la concentratii echivalente de ADN de 50 nM si
100 nM, 1n comparatie cu celulele netratate. De asemenea, in ceea ce priveste celulele tratate
numai cu Lipofectamind la o concentratie echivalentd de ADN de 25 nM, nu s-a observat
niciun efect toxic semnificativ, in comparatie cu celulele netratate. Astfel, sciderea
viabilitatii celulare inregistratd la ICso a fost exclusiv rezultatul tratamentului cu anti-STAT3
mcDNA.

Aceste constatari, impreund cu impactul minim al tratamentului cu mock mcDNA,

valideaza actiunea inhibitoare tintitd a minicercului anti-STAT3 (Vasilescu et al., 2025).
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Figura 6: Impactul de inhibitie al anti-STAT3 mcDNA asupra celulelor canceroase ovariene
SKOV3, evaluat utilizand testul MTS. (A) Efectele tratamentelor cu anti-STAT3 mcDNA si
mock mcDNA asupra celulelor SKOV3, ilustrate prin curbe doze-raspuns de inhibitie.
Punctele indica procentul viabilitate medie celulara normalizat la probele numai cu
Lipofectamina la concentratiile de tratament testate: 0 nM, 1,56 nM, 3,12 nM, 6,25 nM, 12,5
nM, 25 nM, 50 nM si 100 nM. (B) Evaluarea efectului toxic al Lipofectaminei 3000
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administrata celulelor SKOV3 la concentratii echivalente de ADN (25 nM, 50 nM si 100
nM), in comparatie cu conditiile tratate cu anti-STAT3 mcDNA, netratate si tratate cu Triton
X-100. Semnificatia statistica a fost evaluatd utilizind one-way ANOVA. ns —
nesemnificativ (p=>0,05); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Barele de eroare reprezinta +
SD. Sunt prezentate rezultatele dintr-un experiment reprezentativ din trei efectuate (n=3).
Aceasta figurad este adaptata dupa (Vasilescu et al., 2025).

Tratamentul cu anti-STAT3 mcDNA induce apoptoza si necroza in celule SKOV3

Avand 1n vedere ca rezultatele MTS indicd faptul cad tratamentul cu anti-STAT3
mcDNA a redus viabilitatea celulelor SKOV3, am examinat efectele acestui compus in ceea
ce priveste apoptoza si necroza celulelor canceroase ovariene.

Am transfectat celulele cu trei concentratii diferite de minicerc anti-STAT3 sau
minicerc mock: 5 nM, 10 nM si 20 nM, pentru a observa daca existd o dependenta de doza.
Protocolul de citometrie in flux a fost utilizat prin marcarea cu Anexind V-FITC si lodura
de Propidiu (markeri pentru apoptozad si respectiv necroza). Asa cum aratd Figura 7A,
tratamentul cu anti-STAT3 mcDNA a dus la o crestere a procentului de celule apoptotice
(cadranul din dreapta jos, Anexind V+, IP-) si necrotice (cadranul din dreapta sus, Anexina
V+, IP+) pentru toate cele trei concentratii aplicate, In timp ce tratamentul cu mock mcDNA
(care este controlul negativ pentru specificitate, conform rezultatelor anterioare) nu a avut
aproape niciun efect asupra apoptozei sau necrozei celulare. De asemenea, efectul mock
mcDNA este similar cu efectul tratamentului numai cu Lipofectamina (control tehnic
negativ, concentratie echivalentd de ADN de 20 nM) si similar cu procentele de necroza si
apoptoza observate in cazul celulelor netratate (control tehnic negativ).

Chiar si la o concentratie de 5 nM (mai micd decat jumatate din ICs), s-a observat
un efect pronuntat, rezultand 76,97% celule viabile, 13,61% celule apoptotice si 9,18%
celule necrotice. In cazul tratamentului cu anti-STAT3 mcDNA, se observi o usoari crestere
a apoptozei si a necrozei si o scadere a celulelor viabile intre tratamentele cu 5 nM si 10 nM.
Cu toate acestea, nu am observat aceeasi tendinta de crestere a apoptozei si a necrozei intre
10 nM si 20 nM, ceea ce indica faptul ca efectul pro-apoptotic se stabilizeaza intre 10 nM si
20 nM. Figura 7B prezinta controalele pentru aceasta analiza: celule netratate, celule tratate
numai cu Lipofectamind, Cisplatina (control tehnic pozitiv pentru apoptoza) si Triton X-100
(control tehnic pozitiv pentru necrozi). In concluzie, inhibarea activititii STAT3 prin
tratamentul cu compusul minicerc promoveaza apoptoza si necroza in celulele canceroase
ovariene SKOV3 in functie de doza, in intervalul 0 nM - 10 nM, stabilizandu-se la

concentratii mai mari.
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Figura 7: Impactul tratamentului cu anti-STAT3 mcDNA asupra apoptozei si necrozei in
celulele canceroase ovariene SKOV3. (A) Proportia celulelor apoptotice si necrotice dupa
tratamentul cu anti-STAT3 mcDNA in comparatie cu mock in diferite concentratii (5 nM,
10 nM si 20 nM). Cadranul din dreapta jos reprezinta celulele apoptotice (Anexina V+, IP-
), In timp ce cadranul din dreapta sus reprezinta celulele necrotice (Anexina V+, IP+). (B)
Controalele negative (probe netratate si tratate cu Lipofectamind 3000) si pozitive (probe
tratate cu Triton X-100 si Cisplatind) pentru apoptoza si necroza. Aceste date prezintd
rezultatele unui experiment reprezentativ. Aceastd figurd este adaptatd dupa (Vasilescu et
al., 2025).

Anti-STAT3 mcDNA reduce proliferarea celulelor SKOV3 de cancer ovarian

Pentru a identifica In continuare efectele moleculare pe care minicercurile noastre le
declanseaza prin inhibarea STAT3 in celulele canceroase ovariene, am explorat procesul de
proliferare. Am utilizat lizate celulare de SKOV3 pentru a evalua nivelurile proteice ale Ki-
67, caspaza 3 clivata, STAT3, STAT3 fosforilata la Tyr705 si GAPDH, utilizand tehnica
Western blot. Concentratia de tratament a fost de 10 nM. Asa cum arata Figura 8A, in cazul
tratamentului celulelor SKOV3 cu anti-STAT3 mcDNA, nivelurile de expresie ale Ki-67
(marker de proliferare), normalizate la GAPDH (control de incarcare), s-au dovedit a fi
reduse de peste doud ori in comparatie cu cele ale celulelor tratate numai cu Lipofectamina
(control tehnic negativ) sau cu celulele tratate cu mock mcDNA (control experimental
negativ). Aceasta diferenta este semnificativa din punct de vedere statistic. Cu toate acestea,
nivelurile de expresie Ki-67 intre celulele tratate cu Lipofectamind si cele tratate cu mock
sunt similare (Figura 8C). Mai mult, caspaza 3 clivata (Figura 8A), un marker al apoptozei,
a fost detectatd numai 1n celulele tratate cu anti-STAT3 mcDNA. Datorita nivelurilor sale
scazute de expresie, aceasta a fost evaluatd calitativ, mai degraba decat cantitativ. Aceste

rezultate sustin concluziile citometriei in flux, care indicad faptul cd minicercul nostru este
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capabil sa induca apoptoza celulelor canceroase ovariene. De asemenea, tratamentul cu
aceastd molecula inhibitoare afecteaza proliferarea celulelor canceroase ovariene.

Desi s-a observat o usoara reducere a expresiei STAT3 in celulele tratate cu anti-
STAT3 mcDNA, in comparatie cu celulele tratate cu Lipofectamind sau mock mcDNA,
aceasta reducere nu a fost semnificativa din punct de vedere statistic (Figura 8C). in cazul
STATS3 fosforilat, exista o diferentd considerabila (Figurile 8B si C). Dupa tratamentul cu
anti-STAT3 mcDNA, nivelurile de expresie ale fosfo-STAT3 (Tyr705) au fost semnificativ
mai scazute in comparatie cu celulele tratate numai cu Lipofectamina sau cu mock mcDNA.
Intre tratamentul cu Lipofectamini si cel cu mock, nivelurile de fosfo-STAT3 sunt
comparabile si sugereazi cd proteina STAT3 activa este prezentd. In contrast, nivelurile
scazute de fosfo-STAT3 observate in celulele tratate cu minicerc anti-STAT3 arata ca exista
mai putin STAT3 activ sau cd STAT3 nu mai este activat, sugerand o perturbare a
semnalizarii in calea JAK/STAT3.

In concluzie, analiza expresiei proteice intireste rezultatele MTS si de citometrie in
flux, aratand ca tratamentul celulelor SKOV3 cu anti-STAT3 mcDNA induce niveluri
ridicate de apoptoza, inhiband in acelasi timp semnalizarea STAT3 si ducand la reducerea

proliferarii celulare.
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Figura 8: Analiza lizatelor celulare de SKOV3 utilizand tehnica Western blot. (A) In
celulele SKOV3, nivelurile de expresie ale Ki-67 (>250 kDa) si caspaza 3 clivata (~20 kDa)
au fost analizate dupd tratamentul cu Lipofectamind 3000 (concentratie echivalentd de
ADN), anti-STAT3 mcDNA si mock mcDNA la o concentratie de 10 nM. Caspaza 3 clivata
a fost vizualizata utilizdnd SuperSignal™. Scara utilizatd pentru vizualizarea si validarea
acestor proteine este indicatd schematic in partea stangd (PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder, 10 pana la 250 kDa); (B) Nivelurile de expresie proteica ale STAT3, p-
STAT3 (Y705) si GAPDH, determinate in celulele SKOV3 dupd conditiile de tratament
mentionate mai sus. Masele moleculare corespunzatoare sunt indicate in stanga; (C)
Cuantificarea nivelurilor de expresie ale STAT3, p-STAT3 si Ki-67, normalizate la GAPDH
drept control de incarcare, in fiecare conditie de tratament. Caspaza-3 clivatd apare ca fiind
prezenta sau absenta din cauza nivelurilor sale scazute de expresie. Semnificatia statisticad a
fost evaluata utilizand one-tailed unpaired #-test. ns — nesemnificativ (p>0,05); * p<0,05; **
p<0,01. Barele de eroare indica + SEM. Figura prezintd un experiment reprezentativ (n=3).
Aceasta figura este adaptata dupa (Vasilescu et al., 2025).
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Minicercul anti-STAT3 reduce expresia genelor pro-supravietuire si anti-apoptoza

Avand 1n vedere functia de reglator a lui STAT3 pentru numeroase gene implicate in
cresterea, proliferarea si supravietuirea celulelor canceroase, am dorit sd investigdm mai in
detaliu daca expresia anumitor gene din avalul semnalizarii STAT3 este afectata odata ce
activitatea STAT3 este inhibata de tratamentul cu anti-STAT3 mcDNA. Argumentul pentru
aceasta este cd inhibarea genelor din aval ar putea fi un motiv pentru fenotipurile detectate
prin MTS si citometria in flux in celulele tratate cu anti-STAT3 mcDNA. in acest scop, doui
gene reglate de STAT3, MCLI si PIMI, cu roluri cunoscute in inhibarea apoptozei si
promovarea supravietuirii celulare (Shirogane et al., 1999; Kanda et al., 2004), au fost
selectate pentru analiza expresiei prin RT-qPCR. Am tratat celulele SKOV3 cu 10 nM
minicerc anti-STAT3 sau minicerc mock. Pentru aceste experimente, am utilizat duplicate
tehnice. Asa cum ilustreaza Figura 9, ambele gene au prezentat o scddere semnificativa a
expresiei in celulele tratate cu anti-STAT3 mcDNA, in comparatie cu tratamentul cu mock
mcDNA (control experimental negativ). Mai precis, nivelurile de MCLI au scazut cu
aproximativ 50%, in timp ce nivelurile de PIM] au scazut cu aproximativ 75%, conform
determindrilor realizate prin ,,analiza cantitativd comparativa”. Aceste descoperiri la nivel
molecular sustin observatiile anterioare de scadere a viabilitdtii celulelor canceroase
ovariene si cresterea apoptozei dupd tratamentul cu anti-STAT3 mcDNA, astfel creand o

legdtura mecanistica intre inhibarea STAT3 si afectarea functiei celulare.
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Figura 9: Cuantificarea expresiei genice relative prin RT-qPCR pentru genele MCLI si
PIMI. Celulele au fost supuse tratamentului cu anti-STAT3 sau mock mcDNA la o
concentratie de 10 nM, iar datele au fost normalizate la nivelurile de expresie genicd de
GAPDH. Pentru evaluarea semnificatiei statistice s-a utilizat one-tailed unpaired #-test. **
p<0,01; *** p<0,001. Barele de eroare indicd + SD. Datele prezintd rezultatele unui
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experiment reprezentativ dintre cele trei efectuate (n=3). Aceasta figura este adaptata dupa
(Vasilescu et al., 2025).

Dupa rezultatele qPCR despre nivelurilor de expresie genicd, am dorit sa investigam
mai in detaliu ce se intdmpla cu nivelurile proteinelor corespunzatoare atunci cand celulele
sunt tratate cu minicercurile. Astfel, am analizat lizatele celulare de SKOV3 prin Western
blot, la tratamentul cu o concentratie de 10 nM. Dupd cum aratd Figura 10A, dupa
tratamentul cu anti-STAT3 mcDNA, nivelurile de expresie ale proteinei Mcl-1 au fost reduse
semnificativ, de peste doud ori (Figura 10C) in comparatie cu tratamentul cu mock mcDNA
(control experimental negativ), in concordanta cu rezultatele analizet ARNm. Celulele tratate
cu mock mcDNA au prezentat niveluri de Mcl-1 similare cu cele tratate cu Lipofectamina
(control tehnic negativ). In ceea ce priveste nivelul de expresie al Pim-1, avand in vedere
cantitatea redusa de proteina, cuantificarea nu a fost posibila. In Figura 10B, sigetile negre
marcheaza benzile greu detectabile corespunzitoare proteinei Pim-1. Nu s-a observat nicio
banda 1n conditia de tratament cu anti-STAT3 mcDNA. Datele de RT-qPCR si Western blot
sugereazd faptul cd anti-STAT3 mcDNA este capabil sa determine scaderea expresiei
genelor anti-apoptotice si pro-supravietuire reglate de STAT3, conducand la reducerea
supravietuirii si cresterii celulelor canceroase ovariene SKOV3 (Vasilescu et al., 2025).

Impreuna, aceste rezultate reprezinti dovezi solide ale faptului ci anti-STAT3
mcDNA nu numai ca impiedicd activarea si functia STAT3, dar diminueaza expresia
efectorilor cheie din aval implicati in supravietuirea si proliferarea celulelor tumorale, ceea
ce sustine si mai mult potentialul terapeutic al acestui compus sintetic drept inhibitor specific
al cdii de semnalizare JAK/STAT3 in celulele cancerului ovarian.
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Figura 10: Analiza lizatelor celulare de SKOV3, utilizand metoda Western blot. (A)
Nivelurile de expresie ale Mcl-1 si GAPDH in celulele SKOV3 tratate numai cu
Lipofectamina 3000 (concentratie echivalentd de ADN), anti-STAT3 mcDNA si mock
mcDNA la o concentratie de 10 nM. Scara utilizatd pentru vizualizarea si validarea acestor
proteine este indicatd schematic in partea stinga (PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder, 10 pana la 250 kDa); (B) Nivelurile de expresie proteica ale Pim-1 si a Tubulina in
celulele SKOV3 1in aceleasi conditii de tratament. Sdgetile negre indicd benzile proteinei
Pim-1, care a fost detectatd doar ca fiind prezenta sau absenta din cauza cantitatii scazute.
Proteina a fost vizualizata folosind SuperSignal™. (C) Cuantificarea nivelurilor de expresie
Mcl-1 normalizate la GAPDH 1in toate conditiile de tratament. Semnificatia statisticd a fost
evaluata cu one-tailed unpaired #-test. ns — nesemnificativ (p>0,05); * p<0,05. Barele de
eroare indicd £ SEM. Date dintr-un experiment reprezentativ (n=3). Aceasta figura este
adaptatd dupa (Vasilescu et al., 2025).

Limitarile studiului

Acesta este un studiu de tip proof-of-concept si nu cuprinde intreaga evaluare
preclinica a compusului propus. O limitare majora este utilizarea unei singure linii celulare
de cancer ovarian (SKOV3), ceea ce restrictioneaza generalizarea rezultatelor in diverse
contexte genetice. In plus, studiul nu include validarea in vivo, care este esentiald pentru
evaluarea farmacocineticii, biodistributiei si eficacitdtii terapeutice a compusului Intr-un
context mai relevant din punct de vedere fiziologic. Desi minicercurile anti-STAT3 sunt
proiectate structural pentru a fi foarte stabile si rezistente la nucleaze, pana in prezent nu a
fost testata nicio strategie de administrare in vivo. Metoda de purificare din gel utilizata aici,
desi suficientd pentru experimentele in vitro, nu este scalabild pentru cantitatile mari
necesare studiilor pe animale. Prin urmare, dezvoltarea unei tehnici alternative de purificare
este necesard pentru testele preclinice viitoare. In plus, desi minicercurile afecteaza in mod
clar activitatea STAT3 in vitro, mecanismul exact de actiune ramane de elucidat. Nu este
inca clar daca efectele observate rezulta din legarea competitiva la domeniile de recunoastere

ADN, sechestrarea STAT3 1n citoplasma, inhibarea dimerizarii sau intreruperea semnalizarii
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Aceste aspecte trebuie abordate Tn modelele animale ulterioare pentru a determina relevanta

clinica si siguranta minicercurilor anti-STAT3.

Perspective

Pentru a adresa aceste limitari, in studiile viitoare intentionam sa evaluam eficacitatea
compusului nostru pe mai multe linii celulare de carcinom ovarian cu profiluri genetice
variate si sd testam stabilitatea acestuia atunci cand este injectat in vivo, determinand
capacitatea sa in modele xenografte. Pentru a depasi limitérile de scalabilitate, hibridizarea
ar putea fi efectuata imediat dupa etapa de ligare, iar produsul final ar putea fi purificat prin
HPLC, permitand o productie cu randament mai mare pentru studiile pe animale. In plus,
intentiondm sa utilizdim o strategie de administrare in vivo, cum ar fi utilizarea
nanoparticulelor lipidice solide (SLN) (Akanda, Mithu & Douroumis, 2023) pentru a facilita
transportul tintit al anti-STAT3 mcDNA. Aceste SLN sunt carausi ce pot fi functionalizati
cu anticorpi sau affibodies care recunosc biomarkeri specifici cancerului ovarian,
imbunatatind asimilarea celulara si specificitatea. O astfel de abordare de tip ,,cal troian” ar
putea permite minimizarea efectelor nedorite si toleranta imunitara fatd de compus,

sprijinind dezvoltarea unei terapii personalizate, tintite, bazata pe minicercuri ADN.

IV. CONCLUZII
% Cancerul ovarian este cunoscut in mod obisnuit drept ,,ucigasul tacut”, avand in
vedere ca simptomele sale initiale sunt neclare si pot fi usor interpretate gresit, ceea
ce duce la diagnosticarea si tratarea tardiva. Astfel, terapia personalizata tintita are
potentialul de a imbunatati supravietuirea pe termen lung.

¢ Am creat designul unui minicerc anti-STAT3 si al unui minicerc control (mock) si
am optimizat protocolul pentru producerea acestora.

% Am obtinut si validat cu succes anti-STAT3 mcDNA, impreuna cu omologul sau
mock, utilizand circularizarea si restrictia enzimaticd, confirmand conformatia sa
circulara, dublu-catenard, care se asteaptd sd confere rezistentd la nucleaze si sa

sporeasca stabilitatea in comparatie cu moleculele ODN lineare.
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% Specificitatea minicercului anti-STAT3 a fost confirmata prin demonstrarea

interactiunii acestuia cu proteina STAT3, in contrast cu mock mcDNA.

X/
°e

Testele functionale au demonstrat cd anti-STAT3 mcDNA a redus semnificativ
viabilitatea celulelor SKOV3 intr-o manierd dependentd de doza, cu un ICso 1n
intervalul nanomolar scdzut, indicand o potenta ridicata a compusului. Este important
de mentionat cd mock mcDNA nu a afectat viabilitatea celulelor, confirmand

specificitatea motivelor de tip GAS pentru inhibitia lui STAT3.

X/
°e

Anti-STAT3 mcDNA deplaseaza in mod eficient echilibrul catre apoptoza si

necrozd, reducand In acelasi timp capacitatea proliferativd a celulelor canceroase

ovariene.

¢ Tratamentul cu anti-STAT3 mcDNA a dus la o reducere semnificativa a expresiei
genelor anti-apoptotice si pro-supravietuire controlate de STAT3, MCLI si PIM1,
atat la nivel de ARNm, cét si la nivel de proteina.

¢ Desi studiul nostru demonstreaza eficacitatea anti-STAT3 mcDNA in vitro, acesta

constituie baza pentru evaluarea ulterioara a stabilitatii, biodistributiei si potentialului

terapeutic in vivo.
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