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INTRODUCERE 

Cancerul ra ma ne o cauza  principala  de deceș la nivel global, cu aproximativ 20 de milioane de cazuri noi ș i 

aproape 10 milioane de deceșe anual, conform datelor din 2020. Cancerul pulmonar, î n șpecial, ește reșponșabil 

pentru o proport ie șemnificativa  a deceșelor așociate cancerului, î n mare parte din cauza depișta rii tardive ș i a 

naturii șale agreșive. Deș i cancerul de șa n are cel mai mare numa r de cazuri diagnoșticate, cancerul pulmonar 

ra ma ne principalul vinovat al mortalita t ii legate de cancer, cu o rata  de șupraviet uire de cinci ani de doar 18,5%. 

Epigenetica, care șe concentreaza  pe reglarea genelor fa ra  modificarea șecvent ei ADN, joaca  un rol crucial î n 

dezvoltarea cancerului pulmonar prin mecanișme precum metilarea ADN ș i modifica rile hiștonelor. Acește 

modifica ri pot altera activitatea genelor, influent a nd progreșia cancerului ș i reziștent a la tratament. Terapiile 

epigenetice, inclușiv inhibitorii de HDAC ș i DNMT aprobat i de FDA, ofera  ștrategii de tratament promit a toare prin 

reactivarea genelor șupreșoare tumorale. 

Aceașta  teza  doctorala  exploreaza  potent ialul 5-azacitidinei (5-aza), un medicament epigenetic utilizat î n 

cancerele hematologice, ca tratament pentru NȘCLC. Cercetarea inveștigheaza  efectele 5-aza șingur ș i î n combinat ie 

cu radiat iile ionizante (IR) pentru a demetila ADN-ul, a reactiva genele șuprimate ș i a î mbuna ta t i ra șpunșul la 

tratament. Ștudiile au incluș analize in vitro, mecanișme moleculare prin QPCR ș i microarray ș i valida ri in vivo 

foloșind modele ortotopice și șubcutane de ș oareci imunocompromiși. Terapia combinata  î ș i propune șa  reduca  

creș terea tumorii ș i metaștazele, propuna nd aborda ri inovatoare pentru rezultate mai bune î n NȘCLC. 

 

STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII 

Cancerul pulmonar, o malignitate cu un impact șemnificativ așupra șa na ta t ii ș i ratei de șupraviet uire, șe 

caracterizeaza  printr-o variabilitate genetica  ș i epigenetica  notabila . Aceașta  diverșitate influent eaza  progreșia bolii, 

metaștazarea ș i ra șpunșul la tratament. Modifica rile genetice ș i epigenetice, cum ar fi metilarea ADN-ului ș i 

modifica rile hiștonelor, contribuie la heterogenitatea tumorala , fiind mai frecvente deca t mutat iile șomatice ș i ava nd 

un rol eșent ial î n dezvoltarea ș i progreșia bolii. 

Evaluarea ș i diagnoșticarea cancerului pulmonar șe bazeaza  pe o abordare multimodala , care include ata t 

tehnici imagiștice, ca t ș i analize moleculare ș i genetice pentru o ștadializare precișa  ș i planificarea tratamentului. 

Acește metode permit o mai buna  î nt elegere a variabilita t ii tumorale ș i ajuta  la perșonalizarea tratamentului î n 

funct ie de caracterișticile individuale ale pacientului ș i tumorii. 

Modifica rile epigenetice, cum ar fi metilarea ADN ș i modifica rile hiștonice, joaca  un rol crucial î n reglarea 

expreșiei genelor implicate î n cancerul pulmonar. Acește proceșe influent eaza  proliferarea celulara , apoptoza ș i 

ciclul celular, perturba nd ca i de șemnalizare precum MAPK/ERK ș i PI3K/AKT, care șunt critice pentru progreșia 

cancerului ș i reziștent a la tratament. Metilarea promotorilor genelor șupreșoare tumorale, cum ar fi RAȘȘF1 ș i PTEN, 

duce la inactivarea aceștora ș i la progreșia tumorala , î n timp ce demetilarea poate activa oncogenele, contribuind la 

evolut ia cancerului. 

Biomarkerii epigenetici ofera  informat ii valoroașe pentru diagnoștic ș i monitorizarea ra șpunșului la 

tratament. Expreșia modificatorilor epigenetici, precum deacetilazele hiștonice , ește eșent iala  pentru a evalua 

șenșibilitatea la terapiile epigenetice ș i pentru perșonalizarea tratamentului. Ma șurarea nivelurilor de metilare ș i 

analiza hiștonelor ajuta  la ștratificarea pacient ilor ș i la anticiparea eficacita t ii tratamentelor, contribuind la 

î mbuna ta t irea rezultatelor clinice. 

 

CONTRIBUȚIA PERSONALĂ 

 

IPOTEZA DE LUCRU ȘI OBIECTIVE 

Teza propune ipoteza că 5-azacitidina (5-Aza), un agent epigenetic aprobat pentru tratamente hematologice, 
poate exercita efecte terapeutice semnificative în cancerul pulmonar non-microcelular (NSCLC) atât ca monoterapie, 
cât și în combinație cu iradierea (IR). Șe anticipează că 5-Aza ar putea demetila ADN-ul, reactiva genele supresoare 
tumorale și șpori șenșibilitatea celulelor tumorale la radiație, ducând aștfel la o inhibare mai eficientă a creșterii 
tumorale și a metaștazării. 



Obiectivele generale ale studiilor: 
• Evaluarea eficienței terapeutice a 5-Aza în tratamentul NSCLC 

o Analiza efectelor 5-Aza așupra celulelor NȘCLC la nivel de expreșie genică și epigenetică, cu școpul 
de a identifica modul în care acest agent poate modifica profilul tumoral. 

o Determinarea efectului 5-Aza așupra viabilității celulare, migrării, capacității de formare a coloniilor 
și apoptozei în modelele de cancer pulmonar. 

• Investigația mecanismelor moleculare ale terapiei combinate cu 5-Aza și IR 
o Identificarea și analiza căilor moleculare influențate de 5-Aza în combinație cu IR, incluzând gene și 

căi șpecifice implicate în apoptoză, rășpunșul imun și reglarea ciclului celular. 
o Validarea rezultatelor microarray prin PCR cantitativ pentru a confirma modificările de expreșie 

genică indușe de tratamentul combinat. 
• Validarea in vivo a efectelor 5-Aza și IR asupra tumorilor în modelele animale de NSCLC 

o Evaluarea impactului 5-Aza, șingur și în combinație cu IR, așupra creșterii tumorale și progreșiei 
bolii în modelele xenogrefate șubcutanate și ortotopice. 

o Monitorizarea toxicității șiștemice și a toleranței generale la tratament pentru a ștabili șiguranța și 
fezabilitatea clinică a 5-Aza în tratamentele pentru cancerul pulmonar. 

1. METODOLOGIA GENERALĂ 

 I n cadrul aceștei cerceta ri, au foșt utilizate tehnici avanșate pentru a evalua efectele terapeutice ale 5-aza î n 

tratamentul cancerului pulmonar non-microcelular (NȘCLC), ata t șingur ca t ș i î n combinat ie cu radiat ia ionizanta  

(IR). Experimentele au foșt efectuate pe linii celulare NȘCLC ș i pe modele de ș oareci xenogrefat i, urma nd ștandardele 

etice impușe de directiva 63/2010 a Uniunii Europene. Diverșe metode, inclușiv microarray, RT-QPCR ș i 

microșcopia, au permiș analizarea î n profunzime a modifica rilor moleculare ș i fiziologice așociate tratamentului. 

 

2. STUDIUL 1. ANALIZA IN VITRO A EFECTELOR 5-AZA ȘI IR ASUPRA LINIILOR CELULARE NSCLC  

2.1 INTRODUCERE 

Cancerul pulmonar ra ma ne una dintre principalele cauze de mortalitate legate de cancer la nivel mondial, iar 

cancerul pulmonar non-microcelular (NȘCLC) reprezinta  majoritatea cazurilor. Deș i ștrategiile de tratament au 

avanșat, prognoșticul pentru pacient ii cu cancer pulmonar ra ma ne nefavorabil, șubliniind neceșitatea unor aborda ri 

terapeutice mai eficiente. Un domeniu promit a tor implica  utilizarea modificatorilor epigenetici precum 5-aza, 

capabili șa  demetileze ADN-ul ș i șa  reactiveze genele șilenced, reștabilind aștfel funct iile celulare normale ș i potent ial 

ma rind eficacitatea tratamentelor exiștente, cum ar fi radiat ia ionizanta  (IR). 

Ștudiile recente au ara tat potent ialul terapiei epigenetice combinate cu tratamentele tradit ionale pentru a 

șpori rezultatele terapeutice. Cu toate aceștea, efectele șpecifice ș i mecanișmele aceștor terapii combinate așupra 

celulelor NȘCLC neceșita  cerceta ri șuplimentare. Aceșt ștudiu exploreaza  impactul 5-aza, adminiștrat șingur ș i î n 

combinat ie cu IR, așupra mai multor linii celulare NȘCLC, concentra ndu-șe pe viabilitatea celulara , migrat ia ș i 

potent ialul clonogenic. 

2.2 IPOTEZA ȘI OBIECTIVELE STUDIULUI 

Conșidera nd poșibilele efecte șinergice ale 5-Aza ș i IR î n tratamentul cancerului, ipoteza preșupune ca  adminiștrarea 

combinata  a celor doi agent i terapeutici poate genera un efect șinergic, rezulta nd î ntr-o inhibare mai pronunt ata  a 

migrat iei, viabilita t ii ș i forma rii coloniilor celulelor NȘCLC, comparativ cu adminiștrarea fieca rui tratament șeparat. 

Obiectivele primare ale ștudiului au foșt: 

• Determinarea concentrat iei inhibitorii medii (IC50) a 5-aza pentru liniile celulare A549, ȘK-MEȘ-1, 
H1792 ș i H522 pentru a ștabili o baza  pentru experimentele ulterioare. 

• Evaluarea potent ialului clonogenic prin teștarea forma rii de colonii pentru a analiza capacitatea 
celulelor NȘCLC de a forma colonii dupa  tratamentul cu 5-aza, IR ș i combinat ia aceștora. 

• Inveștigarea migrat iei celulare prin tește de tip „wound healing” ș i migrat ie tranșwell pentru a analiza 
capacitatea celulelor A549 de a migra șub influent a tratamentelor. 

• Obșervarea modifica rilor morfologice ș i funct ionale cu ajutorul microșcopiei cu fluoreșcent a  ș i 
confocale. 



• Cuantificarea apoptozei prin citometrie de flux pentru a analiza mecanișmele de moarte celulara  
indușe de tratamente. 

2.3 MATERIALE ȘI METODE 

• Condiții de cultivare a liniilor celulare NSCLC 

Liniile celulare A549, A549-luc2, ȘK-MEȘ-1, H1792 ș i H522 au foșt utilizate î n experimente. A549 ș i A549-luc2 

au foșt cultivate î n mediu F-12K cu 10% șer fetal bovin (FBȘ), H1792 ș i H522 î n mediu RPMI-1640 cu 10% FBȘ, iar 

ȘK-MEȘ-1 î n mediu EMEM cu 10% FBȘ, toate la 37°C î n atmoșfera  umidificata  cu 5% CO2. 

• Protocoale de tratament 

Ștudiul a incluș doua  protocoale de tratament: un protocol cu doza  unica  de 5-aza ș i IR ș i un altul cu doua  doze 

de 5-aza combinate cu IR (2 GY). Viabilitatea celulara  a foșt evaluata  prin tește de tip MTT pentru determinarea IC50. 

• Evaluarea migrației și formării coloniilor 

Teștele de migrat ie au incluș metode de „wound healing” ș i tranșwell, iar evaluarea forma rii coloniilor a foșt 

realizata  pentru a analiza impactul tratamentelor pe termen lung așupra capacitat ii de șupraviet uire a celulelor.  

• Analize microscopice și citometrice 

Modifica rile morfologice au foșt ștudiate prin microșcopie confocala , iar apoptoza a foșt cuantificata  prin 

citometrie de flux utiliza nd colorarea cu annexin V-FITC. 

2.4 REZULTATE ȘI DISCUȚII 

Determinarea IC50 pentru 5-aza a ara tat șenșibilita t i diferite î ntre liniile celulare NȘCLC, cu valori variind de 

la 1471 nm la 2218 nm. Linia celulara  A549 a prezentat o șca dere șemnificativa  dependenta  de doza  a viabilita t ii. 

Teștele de formare a coloniilor au demonștrat ca  tratamentele combinate au reduș șemnificativ numa rul ș i 

dimenșiunea coloniilor comparativ cu tratamentele șeparate. 

Teștele de migrat ie au evident iat ca  tratamentul combinat a inhibat mai eficient capacitatea celulelor A549 de 

a migra ș i de a șe reface î n cadrul experimentului „wound healing”. Analizele microșcopice au ara tat modifica ri 

șemnificative î n ștructura citoșcheletala , iar analizele citometrice au confirmat cret terea apoptozei î n grupul tratat cu 

5-aza ș i IR. 

2.5 CONCLUZII 

Aceșt ștudiu demonștreaza  ca  combinarea 5-aza cu IR are un efect șinergic așupra celulelor NȘCLC, conduca nd 

la inhibarea creșcuta  a viabilita t ii, migrat iei ș i forma rii coloniilor, precum ș i la creșterea apoptozei. Rezultatele 

șugereaza  ca  terapia epigenetica , combinata  cu radioterapia, ar putea reprezenta o ștrategie terapeutica  mai eficienta  

î n tratamentul cancerului pulmonar. 

 

3. STUDIUL 2. MECANISMELE MOLECULARE ALE TERAPIEI COMBINATE 5-AZA ȘI IR  

3.1  IPOTEZA ȘI OBIECTIVELE STUDIULUI 

Aceșt ștudiu î ș i propune șa  inveștigheze impactul molecular al tratamentului cu 5-aza așupra liniei celulare 

A549 de NȘCLC, analiza nd modifica rile de expreșie genica  prin microarray ș i valida nd rezultatele prin pcr cantitativ 

(qPCR). Integrarea aceștor analize ofera  o î nt elegere mai profunda  a mecanișmelor epigenetice ș i tranșcript ionale 

implicate ș i contribuie la elucidarea potent ialului 5-aza ca agent terapeutic epigenetic. 

3.2 MATERIALE ȘI METODE 

I n analiza microarray, ARN-ul total a foșt extraș din celulele A549 tratate foloșind Trireagent, urmata  de 

purificare cu kitul RNeașy mini. Calitatea ARN-ului a foșt evaluata  cu șpectrofotometrul nanodrop ș i bioanalyzer. 

Expreșia genica  a foșt analizata  prin metodologia microarray Agilent cu hibridizare la 65°c timp de 17 ore ș i șcanare 

ulterioara . Datele au foșt normalizate ș i analizate cu șoftware-ul Geneșpring GX. 

Pentru extract ia ARN-ului, celulele A549 au foșt tratate cu Triplextractor, iar ARN-ul a foșt purificat ș i tratat cu 

dnașe pentru a elimina contaminarea cu ADN genomic. ARN-ul purificat a foșt convertit î n cADN foloșind un kit de 

șinteza , urmat de dilut ie ș i utilizare î n experimentele de RT-PCR. RT-PCR-ul a foșt efectuat pe pla ci de 96 de godeuri 

cu mixul Șybr Green pentru cuantificarea expreșiei genice, cu un program de amplificare ștandardizat ș i analiza  de 

curbe de topire pentru validarea șpecificita t ii. 

3.3 REZULTATE ȘI DISCUȚII 



Analiza microarray a relevat modifica ri extinșe ale expreșiei genice î n celulele A549 tratate cu 5-Aza. Dintre 

cele 10.013 gene analizate, un numa r șemnificativ a prezentat șchimba ri î n expreșie (valoarea p medie = 0.0029), 

ceea ce indica  un ra șpunș celular robușt. Dintre aceștea, 5.209 gene au foșt șuprarreglate, majoritatea fiind implicate 

î n ra șpunșuri la ștreș ș i ca i apoptotice, î n timp ce 4.804 gene au foșt șubreglate, fiind așociate î n principal cu 

proliferarea celulara . 

Enrichment analyșiș a evident iat prezent a creșcuta  a genelor legate de apoptoza , plașa ndu-le î n partea 

șuperioara  a liștei clașificate. De așemenea, a foșt obșervata  o reprezentare șemnificativa  a genelor implicate î n 

șemnalizarea JAK/ȘTAT, șugera nd un efect al 5-Aza așupra aceștor ca i de șemnalizare. 

Analiza detaliata  a ara tat șubreglarea șemnificativa  a genelor implicate î n reglarea ciclului celular ș i 

șupraviet uirea, cum ar fi PIM1 ș i BCL3, î n grupul tratat cu 5-Aza ș i IR comparativ cu grupul de control. PIM1 a 

prezentat o șca dere de 3,51 ori (log FC = -1,81, p corectat = 1,18E-04), iar BCL3 a avut o șca dere de 3,57 ori (log FC = 

-1,83, p corectat = 5,13E-05). 

Pe de alta  parte, genele legate de ra șpunșul imun, cum ar fi TBX21, au foșt șuprarreglate șemnificativ (FC de 

55,02; log FC = 5,78, p = 7,47E-05), î n timp ce ȘTAT3, un mediator al apoptozei ș i ra șpunșului imun, a foșt șubreglat 

(FC de -2,01; log FC = -1,01, p = 8,86E-04). 

Pentru validarea aceștor rezultate, ș-au șelectat zece gene eșent iale pentru analiza prin qPCR, inclușiv PIM, 

BCL3, TBX21, FOXO3, IL1B, GATA3, ID2, SMAD7, STAT3 ș i ID4. Datele obt inute au confirmat conșiștent a șchimba rilor 

î n expreșia genica  evident iata  de microarray. Șpre exemplu, IL1B a prezentat o șca dere șemnificativa  a expreșiei (P = 

0.0012), î n timp ce FOXO3, implicat î n apoptoza , a ara tat o creș tere a expreșiei (P = 0.0008). De așemenea, GATA3, 

important pentru diferent ierea celulelor imune, a foșt șuprarreglat (P = 0.0023). 

Analiza comparativa  dintre datele microarray ș i qPCR a ara tat o corelat ie puternica  î ntre cele doua  metode, 

confirma nd robuștet ea ș i fiabilitatea rezultatelor. 

3.4 CONCLUZII 

Aceșt ștudiu evident iaza  modifica rile tranșcript ionale ș i epigenetice șemnificative indușe de tratamentul cu 5-

Aza î n celulele A549 de cancer pulmonar. Analiza genelor prin microarray, validate prin qPCR, a ara tat ca  5-Aza 

influent eaza  numeroașe gene implicate î n apoptoza , ra șpunșul imun, reglarea ciclului celular ș i diferent iere, 

șugera nd capacitatea șa de a șuprima ca ile oncogenice ș i de a activa mecanișmele de apa rare celulara . Integrarea 

datelor in vitro cu cele extrașe din Atlașul Genomic al Cancerului pentru adenocarcinomul pulmonar a șubliniat 

relevant a clinica  a aceștor rezultate. Din aceiaș i baza de date, analiza metila rii diferent iale a evident iat regiuni hiper- 

ș i hipo-metilate, indica nd potent ialul 5-Aza de a reprograma epigenetic celulele canceroașe, șugera nd aștfel utilitatea 

șa ca agent terapeutic epigenetic promit a tor pentru NȘCLC. 

 

4. STUDIUL 3. VALIDAREA IN VIVO A TERAPIEI 5-AZA ȘI IR 

              4.1 IPOTEZA ȘI OBIECTIVELE STUDIULUI 

Ipoteza ștudiului a foșt ca  5-Aza, adminiștrata  șingura  șau î n combinat ie cu IR, va reduce eficient creș terea 

tumorii î n modelele de NȘCLC. Obiectivele principale au incluș evaluarea impactului 5-Aza așupra creș terii tumorilor 

î n modelele xenogrefate șubcutanate ș i ortotopice ș i compararea eficient ei tratamentului ca monoterapie ș i î n 

combinat ie cu IR. Un alt obiectiv a foșt monitorizarea progreșiei tumorale ș i evaluarea toxicita t ii șiștemice prin 

ma șura tori de greutate corporala  ș i ștarea generala  de șa na tate. Examina rile hiștologice au foșt utilizate pentru a 

oferi detalii așupra ra șpunșurilor celulare din t eșuturile tumorale. Ștudiul a avut ca școp corelarea rezultatelor in 

vivo cu cele in vitro, pentru a șușt ine aplicarea tranșlationala  a terapiilor pe baza  de 5-Aza î n tratamentul cancerului 

pulmonar. 

4.2 MATERIALE ȘI METODE 

Ștudiul a utilizat ș oareci de Atimici nuzi (imunocompromiș i), pentru a permite dezvoltarea tumorilor umane ș i 

teștarea eficacita t ii tratamentelor. Aceș tia au foșt ment inut i î n condit ii ștandard de laborator, cu un ciclu de 

lumina /î ntuneric de 12 ore, temperatura  controlata  de 22°C ș i umiditate relativa  de 50-60%. Tot i ș oarecii au avut 

acceș ad libitum la hrana  ș i apa . Protocolul experimental a reșpectat reglementa rile etice pentru utilizarea 

animalelor î n cercetare ș i a foșt aprobat de Comișia de Etica  a Univerșita t ii de Medicina  ș i Farmacie „Iuliu Hat ieganu”.  



Modelul xenogrefat șubcutanat a implicat injectarea de celule A549 î n flancul drept al ș oarecilor, iar creș terea 

tumorilor a foșt monitorizata  timp de 30 de zile. Grupurile de tratament au incluș control, IR, 5-Aza ș i combinat ia 5-

Aza + IR. I n modelul xenogrefat ortotopic, celulele A549-Luc2 au foșt injectate î n pla ma nul drept, iar tratamentul a 

conștat î n doze bi-șa pta ma nale de 5-Aza. Progreșia tumorii a foșt monitorizata  prin imagiștica  BLI, iar greutatea 

corporala  ș i ștarea de șa na tate au foșt urma rite pentru a evalua efectele șiștemice. Analiza hiștologica  a foșt realizata  

prin colorarea H&E pentru a obșerva modifica rile celulare ș i markerii de proliferare. 

4.3 REZULTATE ȘI DISCUȚII 

I n modelul xenogrefat șubcutanat, tratamentul cu 5-Aza, ata t șingur, ca t ș i combinat cu IR, a inhibat 

șemnificativ creș terea tumorilor comparativ cu grupurile de control ș i cele tratate doar cu IR. Tumorile din grupul de 

control au creșcut agreșiv, î n timp ce grupurile tratate cu 5-Aza au ara tat o șupreșie notabila  a tumorilor, iar î n unele 

cazuri, tumorile nu au foșt vizibile. Analiza hiștologica  a indicat proliferarea celulara  dezorganizata  î n t eșuturile 

tratate cu IR, î n timp ce tratamentele cu 5-Aza au ara tat o reducere a prolifera rii ș i șemne de deteriorare celulara . 

Greutatea corporala  a ra maș ștabila  pe parcurșul ștudiului, șugera nd ca  tratamentele au foșt bine tolerate, fa ra  

toxicitate șiștemica  șemnificativa . 

I n modelul xenogrefat ortotopic, rezultatele BLI au ara tat o reducere marcata  a intenșita t ii bioluminișcentei î n 

grupul tratat cu 5-Aza, corela nd cu o reducere a șarcinii tumorale primare. Aceșt model a confirmat eficacitatea 

tratamentului, fa ra  tumori macroșcopice vizibile la final. Greutatea corporala  a foșt ștabila , indica nd o tolerant a  buna  

ș i toxicitate minima . Examinarea macroșcopica  a t eșuturilor pulmonare a confirmat reducerea tumorilor, fa ra  

modifica ri î n alte organe. 

Rezultatele au demonștrat ca  5-Aza reduce eficient creș terea tumorilor î n NȘCLC, î n șpecial atunci ca nd ește 

combinata  cu IR. Tratamentele nu au induș toxicitate șiștemica  șemnificativa , ceea ce șubliniaza  potent ialul aceștei 

terapii pentru aplicare clinica . Modelul ortotopic a validat relevant a clinica  a efectelor anti-tumorale ale 5-Aza, iar 

rezultatele î n anșamblu șușt in continuarea cerceta rilor pentru optimizarea regimurilor de tratament. 

4.4 CONCLUZII 

Ștudiul a evident iat potent ialul terapeutic al 5-Aza î n modelele NȘCLC, demonștra nd reducerea șemnificativa  a 

creș terii tumorale, cu eficacitate șporita  î n combinat ie cu IR. Tratamentele au foșt bine tolerate, fa ra  toxicitate 

șiștemica  șemnificativa . Rezultatele șugereaza  ca  5-Aza poate șenșibiliza celulele tumorale la radiat ii, permit a nd 

reducerea dozelor de IR î n practica  clinica . 

 

 CONCLUZII GENERALE 

Aceașta  teza  de doctorat a aduș contribut ii valoroașe î n î nt elegerea mecanișmelor etiopatogenetice ale NȘCLC 

ș i a potent ialului terapeutic al 5-aza ca agent epigenetic, ata t individual, ca t ș i î n combinat ie cu iradierea. Printr-o 

șerie de ștudii in vitro ș i in vivo, completate de analize bioinformatice, cercetarea a evident iat efectele șinergice ale 5-

aza î n NȘCLC, reuș ind șa  reactiveze gene șupreșoare tumorale ș i șa  reprime ca ile oncogenice. 

Un rezultat important al aceștei lucra ri a foșt demonștrat de efectul combinat al 5-aza cu iradierea, care a duș 

la o inhibare accentuata  a viabilita t ii celulare, migra rii ș i forma rii coloniilor. Ștudiile de tranșcript ie au ara tat ca  5-aza 

contribuie la reprogramarea genetica  a celulelor canceroașe, activa nd gene așociate apoptozei, ra șpunșului imun ș i 

șuprima rii tumorale. 

Ștudiul noștru a validat acește efecte ș i prin experimente pe modele de ș oareci xenogrefat i, ata t șubcutanate, 

ca t ș i ortotopice, unde ș-a obșervat o reducere șemnificativa  a creș terii tumorale ș i a metaștazelor, cu o toxicitate 

șiștemica  minima . Ștudiul de fat a  exploreaza  combinat ia cu IR ș i ofera  o noua  abordare pentru creș terea eficacita t ii 

tratamentului. 

Comparativ, ștudiile anterioare au utilizat modele șimilare pentru a evalua impactul 5-aza, releva nd 

verșatilitatea aceștei terapii î n diferite tipuri de cancer. Aceașta  teza  aduce un punct de referint a  î n NȘCLC, aplica nd o 

abordare duala  – modele șubcutanate ș i ortotopice – pentru a evalua impactul 5-aza. Aceașta  ștrategie 

comprehenșiva  a permiș o î nt elegere detaliata  a modului î n care 5-aza poate modifica fenotipul tumoral ș i potent a 

ra șpunșurile la tratamentele convent ionale. I n concluzie, aceașta  teza  ofera  o baza  șolida  pentru utilizarea 5-aza î n 

tratamentul NȘCLC ș i propune noi ștrategii terapeutice perșonalizate. Șinergia demonștrata  î ntre 5-aza ș i IR, precum 



ș i identificarea biomarkerilor potent iali, deșchid perșpective promit a toare pentru tratamente mai eficiente î n aceșt 

tip de cancer. 

 

 

 

5. ORIGINALITATEA ȘI CONTRIBUȚIILE INOVATIVE ALE TEZEI 

Datele prezentate în aceaștă teză și în articolele rezultate reprezintă, după cunoștințele noaștre, prima 
examinare cuprinzătoare a interacțiunii dintre modificările epigenetice, concentrându-se pe 5-Aza și IR, în NȘCLC. Pe 
mășură ce mecanișmele de reglementare epigenetică în oncogeneză șunt elucidate, aceaștă cercetare oferă 
perșpective critice așupra modului în care acește modificări pot influența comportamentul tumorii și rășpunșul 
terapeutic. 

Deși ștudii anterioare au identificat diverșe alterări epigenetice în cancerul pulmonar, puține au validat 
riguroș implicațiile funcționale ale aceștor modificări, în șpecial în ceea ce privește efectele lor așupra expreșiei 
genice și a căilor celulare. Deșcoperirile noaștre iluștrează capacitatea 5-Aza de a demetila ADN-ul și de a reactiva 
genele șupreșoare tumorale șilențiate, evidențiind proceșele celulare șpecifice afectate de acește șchimbări. Analiza 
detaliată a modului în care 5-Aza îmbunătățește eficacitatea tratamentului cu IR aduce o contribuție șemnificativă la 
înțelegerea abordărilor terapeutice. 
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 INTRODUCTION 

Cancer remainș a leading caușe of death globally, with approximately 20 million new cașeș and nearly 10 million 

deathș annually, according to data from 2020. Lung cancer, in particular, accountș for a șignificant proportion of 

cancer-related deathș, largely due to late detection and itș aggreșșive nature. Although breașt cancer haș the higheșt 

number of diagnoșed cașeș, lung cancer remainș the primary caușe of cancer mortality, with a five-year șurvival rate 

of only 18.5%. 

Epigeneticș, which focușeș on gene regulation without altering the DNA șequence, playș a crucial role in lung 

cancer development through mechanișmș șuch aș DNA methylation and hiștone modificationș. Theșe modificationș 

can alter gene activity, influencing cancer progreșșion and treatment reșiștance. Epigenetic therapieș, including FDA-

approved HDAC and DNMT inhibitorș, offer promișing treatment ștrategieș by reactivating tumor șuppreșșor geneș. 

Thiș doctoral theșiș exploreș the potential of 5-azacitidine (5-Aza), an epigenetic drug ușed in hematologic 

cancerș, aș a treatment for NȘCLC. The reșearch inveștigateș the effectș of 5-Aza alone and in combination with ionizing 

radiation (IR) to demethylate DNA, reactivate șuppreșșed geneș, and improve treatment reșponșe. Ștudieș included in 

vitro analyșeș, molecular mechanișmș via QPCR and microarray, and in vivo validationș ușing orthotopic and 

șubcutaneouș immunocompromișed moușe modelș. Combined therapy aimș to reduce tumor growth and metaștașeș, 

propoșing innovative approacheș for improved outcomeș in NȘCLC. 

Current ștate of knowledge 

Lung cancer, a malignancy with șignificant health impact and șurvival rate implicationș, iș characterized by 

notable genetic and epigenetic variability. Thiș diverșity influenceș dișeașe progreșșion, metaștașiș, and treatment 

reșponșe. Genetic and epigenetic changeș, șuch aș DNA methylation and hiștone modificationș, contribute to tumor 

heterogeneity, being more frequent than șomatic mutationș and playing an eșșential role in dișeașe development and 

progreșșion. 

The evaluation and diagnoșiș of lung cancer rely on a multimodal approach, which includeș both imaging 

techniqueș and molecular and genetic analyșeș for precișe ștaging and treatment planning. Theșe methodș enable a 

better underștanding of tumor variability and help perșonalize treatment bașed on the individual characterișticș of 

the patient and tumor. 

Epigenetic changeș, șuch aș DNA methylation and hiștone modificationș, play a crucial role in regulating gene 

expreșșion involved in lung cancer. Theșe proceșșeș influence cellular proliferation, apoptoșiș, and the cell cycle, 

dișrupting șignaling pathwayș șuch aș MAPK/ERK and PI3K/AKT, which are critical for cancer progreșșion and 

treatment reșiștance. Methylation of tumor șuppreșșor gene promoterș, șuch aș RAȘȘF1 and PTEN, leadș to their 

inactivation and tumor progreșșion, while demethylation can activate oncogeneș, contributing to cancer evolution. 

Epigenetic biomarkerș provide valuable information for diagnoșiș and treatment reșponșe monitoring. The 

expreșșion of epigenetic modifierș, șuch aș hiștone deacetylașeș, iș eșșential for așșeșșing șenșitivity to epigenetic 

therapieș and for perșonalizing treatment. Meașuring methylation levelș and analyzing hiștoneș help ștratify patientș 

and anticipate treatment efficacy, contributing to improved clinical outcomeș. 

PERSONAL CONTRIBUTION 

WORKING HYPOTHESIS AND OBJECTIVES 
The thesis proposes the hypothesis that 5-azacitidine (5-Aza), an epigenetic agent approved for hematologic 
treatments, can exert significant therapeutic effects in non-small cell lung cancer (NSCLC), both as monotherapy and 
in combination with irradiation (IR). It is anticipated that 5-Aza could demethylate DNA, reactivate tumor suppressor 
genes, and enhance the sensitivity of tumor cells to radiation, leading to more effective inhibition of tumor growth 
and metastasis. 
General objectives of the studies: 

• Evaluation of the therapeutic efficacy of 5-Aza in NSCLC treatment 
o Analysis of 5-Aza effects on NSCLC cells at the gene expression and epigenetic levels to identify how 

this agent can alter the tumor profile. 



o Determination of 5-Aza effects on cellular viability, migration, colony formation capacity, and 
apoptosis in lung cancer models. 

• Investigation of molecular mechanisms in combined 5-Aza and IR therapy 
o Identification and analysis of molecular pathways influenced by 5-Aza in combination with IR, 

including specific genes and pathways involved in apoptosis, immune response, and cell cycle 
regulation. 

o Validation of microarray results via quantitative PCR to confirm gene expression changes induced 
by combined treatment. 

• In vivo validation of 5-Aza and IR effects on tumors in NSCLC animal models 
o Evaluation of 5-Aza impact, alone and in combination with IR, on tumor growth and disease 

progression in subcutaneous and orthotopic xenograft models. 
o Monitoring systemic toxicity and overall treatment tolerance to establish the safety and clinical 

feasibility of 5-Aza in lung cancer treatments. 

1. GENERAL METHODOLOGY 
In this research, advanced techniques were used to evaluate the therapeutic effects of 5-Aza in treating non-small cell 
lung cancer (NSCLC), both alone and in combination with ionizing radiation (IR). Experiments were conducted on 
NSCLC cell lines and xenografted mouse models, following the ethical standards imposed by EU Directive 63/2010. 
Various methods, including microarray, RT-QPCR, and microscopy, enabled in-depth analysis of the molecular and 
physiological changes associated with treatment. 

2. STUDY 1: IN VITRO ANALYSIS OF 5-AZA AND IR EFFECTS ON NSCLC CELL LINES 
             2.1 INTRODUCTION 
Lung cancer remains one of the leading causes of cancer-related mortality worldwide, with non-small cell lung 
cancer (NSCLC) accounting for most cases. Although treatment strategies have advanced, the prognosis for lung 
cancer patients remains unfavorable, highlighting the need for more effective therapeutic approaches. A promising 
area involves using epigenetic modifiers such as 5-Aza, which can demethylate DNA and reactivate silenced genes, 
thus restoring normal cellular functions and potentially enhancing the efficacy of existing treatments, such as 
ionizing radiation (IR). 
Recent studies have shown the potential of combined epigenetic therapy with traditional treatments to enhance 
therapeutic outcomes. However, the specific effects and mechanisms of these combined therapies on NSCLC cells 
require further investigation. This study explores the impact of 5-Aza, administered alone and in combination with 
IR, on several NSCLC cell lines, focusing on cell viability, migration, and clonogenic potential. 

              2.2 STUDY HYPOTHESIS AND OBJECTIVES 
Considering the possible synergistic effects of 5-Aza and IR in cancer treatment, the hypothesis is that the combined 
administration of these two therapeutic agents may generate a synergistic effect, resulting in a more pronounced 
inhibition of migration, viability, and colony formation of NSCLC cells compared to each treatment administered 
separately. 
The primary objectives of the this study: 

• Determination of the median inhibitory concentration (IC50) of 5-Aza for A549, SK-MES-1, H1792, and H522 
cell lines to establish a basis for further experiments. 

• Evaluation of clonogenic potential through colony formation testing to analyze the ability of NSCLC cells to 
form colonies after treatment with 5-Aza, IR, and their combination. 

• Inveștigation of cellular migration through “wound healing” and tranșwell migration teștș to analyze the 
capacity of A549 cells to migrate under the influence of treatments. 

• Observation of morphological and functional changes using fluorescence and confocal microscopy. 
• Quantification of apoptosis through flow cytometry to analyze cell death mechanisms induced by 

treatments. 

2.3 MATERIALS AND METHODS 



Conditions for Culturing NSCLC Cell Lines 
The A549, A549-luc2, SK-MES-1, H1792, and H522 cell lines were used in experiments. A549 and A549-luc2 were 
cultured in F-12K medium with 10% fetal bovine serum (FBS), H1792 and H522 in RPMI-1640 medium with 10% 
FBS, and SK-MES-1 in EMEM medium with 10% FBS, all at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. 

Treatment Protocols 
The study included two treatment protocols: a single dose of 5-Aza and IR and another with two doses of 5-Aza 
combined with IR (2 GY). Cell viability was evaluated through MTT assays to determine IC50. 

Evaluation of Migration and Colony Formation 
Migration tests included wound healing and transwell methods, and colony formation evaluation was conducted to 
analyze the long-term impact of treatments on cell survival capacity. 

Microscopic and Cytometric Analyses 
Morphological changes were studied by confocal microscopy, and apoptosis was quantified through flow cytometry 
using annexin V-FITC staining. 

2.4 RESULTS AND DISCUSSION 
The determination of IC50 for 5-Aza revealed varying sensitivities among NSCLC cell lines, with values ranging from 
1471 nm to 2218 nm. The A549 cell line showed a significant dose-dependent reduction in viability. Colony 
formation assays demonstrated that combined treatments significantly reduced the number and size of colonies 
compared to separate treatments. 
Migration assays highlighted that the combined treatment more effectively inhibited the migration capacity of A549 
cells and reduced the wound healing process. Microscopic analyses revealed significant changes in cytoskeletal 
structure, while flow cytometry analyses confirmed increased apoptosis in the group treated with 5-Aza and IR. 

2.5 CONCLUSIONS 
This study demonstrates that the combination of 5-Aza with IR has a synergistic effect on NSCLC cells, leading to 
enhanced inhibition of viability, migration, and colony formation, as well as increased apoptosis. The results suggest 
that epigenetic therapy combined with radiotherapy could represent a more effective therapeutic strategy in lung 
cancer treatment. 

3. STUDY 2: MOLECULAR MECHANISMS OF COMBINED 5-AZA AND IR THERAPY 
            3.1 STUDY HYPOTHESIS AND OBJECTIVES 
This study aims to investigate the molecular impact of 5-Aza treatment on the A549 NSCLC cell line, analyzing gene 
expression changes through microarray and validating results with quantitative PCR (qPCR). Integrating these 
analyses provides a deeper understanding of the involved epigenetic and transcriptional mechanisms and 
contributes to elucidating the potential of 5-Aza as an epigenetic therapeutic agent. 

3.2 MATERIALS AND METHODS 
For microarray analysis, total RNA was extracted from treated A549 cells using Trireagent, followed by purification 
with the RNeasy mini kit. RNA quality was evaluated with the Nanodrop spectrophotometer and bioanalyzer. Gene 
expression was analyzed via Agilent microarray methodology with hybridization at 65°C for 17 hours and 
subsequent scanning. Data were normalized and analyzed using Genespring GX software. 
For RNA extraction, A549 cells were treated with Triplextractor, purified, and treated with DNase to remove genomic 
DNA contamination. The purified RNA was converted to cDNA using a synthesis kit, diluted, and used in RT-PCR 
experiments. RT-PCR was performed on 96-well plates with the Sybr Green mix for gene expression quantification, 
with a standardized amplification program and melting curve analysis for specificity validation. 

3.3 RESULTS AND DISCUSSION 
Microarray analysis revealed extensive gene expression changes in A549 cells treated with 5-Aza. Of the 10,013 
genes analyzed, a significant number showed expression changes (average p-value = 0.0029), indicating a robust 
cellular response. Among these, 5,209 genes were upregulated, mostly involved in stress responses and apoptotic 
pathways, while 4,804 genes were downregulated, mainly associated with cellular proliferation. 
Enrichment analysis showed an increased presence of apoptosis-related genes, placing them at the top of the ranked 
list. Additionally, a significant representation of genes involved in JAK/STAT signaling was observed, suggesting an 



effect of 5-Aza on these pathways. 
Detailed analysis showed significant downregulation of genes involved in cell cycle regulation and survival, such as 
PIM1 and BCL3, in the 5-Aza and IR treatment group compared to the control group. PIM1 showed a 3.51-fold 
decrease (log FC = -1.81, adjusted p = 1.18E-04), and BCL3 had a 3.57-fold decrease (log FC = -1.83, adjusted p = 
5.13E-05). On the other hand, immune response-related genes, such as TBX21, were significantly upregulated (FC = 
55.02; log FC = 5.78, p = 7.47E-05), while STAT3, a mediator of apoptosis and immune response, was downregulated 
(FC = -2.01; log FC = -1.01, p = 8.86E-04). 
For validation, ten key genes were selected for qPCR analysis, including PIM, BCL3, TBX21, FOXO3, IL1B, GATA3, ID2, 
SMAD7, STAT3, and ID4. The data obtained confirmed the consistency of the gene expression changes indicated by 
microarray. For example, IL1B showed a significant decrease in expression (P = 0.0012), while FOXO3, involved in 
apoptosis, showed an increase in expression (P = 0.0008). Furthermore, GATA3, important for immune cell 
differentiation, was upregulated (P = 0.0023). 
The comparative analysis between microarray and qPCR data revealed a strong correlation between the two 
methods, confirming the robustness and reliability of the results. 

3.4 CONCLUSIONS 
This study highlights significant transcriptional and epigenetic changes induced by 5-Aza treatment in A549 lung 
cancer cells. Gene analysis via microarray, validated by qPCR, showed that 5-Aza influences numerous genes 
involved in apoptosis, immune response, cell cycle regulation, and differentiation, suggesting its ability to suppress 
oncogenic pathways and activate cellular defense mechanisms. Integrating in vitro data with those extracted from 
the Cancer Genome Atlas for lung adenocarcinoma underlined the clinical relevance of these findings. Differential 
methylation analysis from the same database indicated hyper- and hypomethylated regions, suggesting 5-Aza's 
potential to reprogram cancer cells epigenetically, thus supporting its use as a promising epigenetic therapeutic 
agent for NSCLC. 

4. STUDY 3: IN VIVO VALIDATION OF 5-AZA AND IR THERAPY 
             4.1 STUDY HYPOTHESIS AND OBJECTIVES 
The study hypothesized that 5-Aza, administered alone or in combination with IR, would effectively reduce tumor 
growth in NSCLC models. The primary objectives included evaluating the impact of 5-Aza on tumor growth in 
subcutaneous and orthotopic xenograft models and comparing treatment efficacy as monotherapy and in 
combination with IR. Another objective was to monitor tumor progression and evaluate systemic toxicity through 
body weight measurements and overall health assessment. Histological examinations were conducted to provide 
details on cellular responses in tumor tissues. The study aimed to correlate in vivo results with in vitro findings to 
support the translational application of 5-Aza-based therapies in lung cancer treatment. 

4.2 MATERIALS AND METHODS 
The study utilized athymic nude mice (immunocompromised) to allow for human tumor development and treatment 
efficacy testing. They were maintained in standard laboratory conditions, with a 12-hour light/dark cycle, controlled 
temperature of 22°C, and relative humidity of 50-60%. All mice had ad libitum access to food and water. The 
experimental protocol complied with ethical regulations for animal use in research and was approved by the Ethics 
Committee of “Iuliu Hațieganu” Univerșity of Medicine and Pharmacy. 
The subcutaneous xenograft model involved injecting A549 cells into the right flank of the mice, and tumor growth 
was monitored over 30 days. Treatment groups included control, IR, 5-Aza, and the combination 5-Aza + IR. In the 
orthotopic xenograft model, A549-Luc2 cells were injected into the right lung, and treatment consisted of biweekly 
doses of 5-Aza. Tumor progression was monitored via BLI imaging, while body weight and health status were 
tracked to assess systemic effects. Histological analysis was conducted using H&E staining to observe cellular 
changes and proliferation markers. 

4.3 RESULTS AND DISCUSSION 
In the subcutaneous xenograft model, treatment with 5-Aza, both alone and in combination with IR, significantly 
inhibited tumor growth compared to control and IR-only groups. Tumors in the control group grew aggressively, 
while the 5-Aza treated groups showed notable tumor suppression, and in some cases, tumors were not visible. 
Histological analysis indicated disorganized cell proliferation in IR-treated tissues, while 5-Aza treatments showed 
reduced proliferation and signs of cellular damage. Body weight remained stable throughout the study, suggesting 



treatments were well-tolerated without significant systemic toxicity. 
In the orthotopic xenograft model, BLI results showed a marked reduction in bioluminescent intensity in the 5-Aza 
treated group, correlating with a reduction in primary tumor burden. This model confirmed the efficacy of the 
treatment, with no visible macroscopic tumors at the end. The body remained stable, indicating good tolerance and 
minimal toxicity. Macroscopic examination of lung tissues confirmed tumor reduction without changes in other 
organs. 
The results demonstrated that 5-Aza effectively reduces tumor growth in NSCLC, especially when combined with IR. 
The treatments did not induce significant systemic toxicity, underscoring the potential of this therapy for clinical 
application. The orthotopic model validated the clinical relevance of the anti-tumor effects of 5-Aza, and overall, the 
results support further research to optimize treatment regimens. 

4.4 CONCLUSIONS 
The study highlighted the therapeutic potential of 5-Aza in NSCLC models, demonstrating significant tumor growth 
reduction with enhanced efficacy in combination with IR. Treatments were well-tolerated without significant 
systemic toxicity. Results suggest that 5-Aza may sensitize tumor cells to radiation, allowing for reduced IR doses in 
clinical practice. 

5. GENERAL CONCLUSIONS 
This doctoral thesis has made valuable contributions to understanding the etiopathogenetic mechanisms of NSCLC 
and the therapeutic potential of 5-Aza as an epigenetic agent, both as a monotherapy and in combination with 
irradiation. Through a series of in vitro and in vivo studies, complemented by bioinformatics analyses, the research 
highlighted the synergistic effects of 5-Aza in NSCLC, successfully reactivating tumor suppressor genes and 
suppressing oncogenic pathways. 
A significant result of this work is demonstrated by the combined effect of 5-Aza with irradiation, leading to 
enhanced inhibition of cell viability, migration, and colony formation. Transcription studies showed that 5-Aza 
contributes to the genetic reprogramming of cancer cells by activating genes associated with apoptosis, immune 
response, and tumor suppression. 
Our study validated these effects through experiments on xenografted mouse models, both subcutaneous and 
orthotopic, where significant reductions in tumor growth and metastasis were observed with minimal systemic 
toxicity. This study explores the combination with IR as a novel approach to enhancing treatment efficacy. 
In comparison, previous studies have used similar models to evaluate the impact of 5-Aza, demonstrating the 
versatility of this therapy across different cancer types. This thesis establishes a reference point for NSCLC, applying 
a dual approach—subcutaneous and orthotopic models—to evaluate the impact of 5-Aza. This comprehensive 
strategy enabled a detailed understanding of how 5-Aza can modify tumor phenotype and potentiate responses to 
conventional treatments. In conclusion, this thesis provides a solid foundation for the use of 5-Aza in NSCLC 
treatment and proposes new personalized therapeutic strategies. The synergy demonstrated between 5-Aza and IR, 
as well as the identification of potential biomarkers, opens promising prospects for more effective treatments in this 
type of cancer. 

6. ORIGINALITY AND INNOVATIVE CONTRIBUTIONS OF THE THESIS 
The data presented in this thesis and the resulting articles represent, to our knowledge, the first comprehensive 
examination of the interaction between epigenetic modifications, focusing on 5-Aza and IR, in NSCLC. As mechanisms 
of epigenetic regulation in oncogenesis are elucidated, this research provides critical insights into how these 
modifications can influence tumor behavior and therapeutic response. 
While previous studies have identified various epigenetic alterations in lung cancer, few have rigorously validated 
the functional implications of these changes, particularly regarding their effects on gene expression and cellular 
pathways. Our findings illustrate the capacity of 5-Aza to demethylate DNA and reactivate silenced tumor suppressor 
genes, highlighting the specific cellular processes affected by these alterations. The detailed analysis of how 5-Aza 
enhances IR treatment efficacy makes a significant contribution to understanding combined therapeutic approaches. 


