
 
 
 
 
 
 
 
 
 

REZUMAT AL TEZEI DE DOCTORAT 

Explorarea polimerilor imprimați 
molecular ca rezervoare 
medicamentoase pentru 
tratamentul postchirurgical al 
glioblastomului 

Doctorand: Alexandra-Iulia BĂRĂIAN 

Conducător de doctorat: Prof. Dr. Ede BODOKI 

 

 

 



2 Explorarea polimerilor imprimați molecular ca rezervoare medicamentoase pentru tratamentul postchirurgical al glioblastomului  

 
 
 

CUPRINSUL TEZEI DE DOCTORAT 
 

INTRODUCERE .................................................................................................................. 1 

STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII.........................................................................  5 

1. Glioblastomul: de la origini celulare la tratamente de ultimă generație .........................................  7 

1.1. Introducere.......................................................................................................................................................  7 

1.1.1. Definiție și clasificare  .....................................................................................................................  7 

1.1.2. Epidemiologie .....................................................................................................................................  7 

1.2. Patologia GBM .................................................................................................................................................  9 

1.2.1. Histopatologie și citologie .............................................................................................................  9 

1.2.2. Micromediul tumoral  .....................................................................................................................  9 

1.2.2.1. Celulele stem de GBM  ...........................................................................................................  9 

1.2.2.2. Micromediul imunosupresiv ...........................................................................................  10 

1.2.2.3. Angiogeneza .............................................................................................................................  10 

1.2.2.4. Reprogramarea metabolică  .............................................................................................  11 

1.2.3. Caracteristici moleculare și genetice  ....................................................................................  11 

1.2.3.1. Profilul genetic ........................................................................................................................  11 

1.2.3.2. Modificări epigenetice  ........................................................................................................  12 

1.2.3.3. Căi de semnalizare  ...............................................................................................................  13 

1.3. Tabloul clinic  ................................................................................................................................................  14 

1.3.1. Semne și simptome  .......................................................................................................................  14 

1.3.2. Diagnostic ............................................................................................................................................  14 

1.4. Strategii terapeutice actuale și inovative.........................................................................................  15 

1.4.1. Standardul terapeutic ...................................................................................................................  15 

1.4.2. Terapii alternatice și în curs de investigație ......................................................................  16 

1.4.3. Strategii locale de tratament .....................................................................................................  16 

2. Prezentarea generală a polimerilor imprimați molecular și a potențialului lor ca rezervoare 

de medicamente .......................................................................................................................................................  23 

2.1. Noțiuni fundamentale despre MIP-uri  .............................................................................................  23 

2.1.1. Dezvoltarea istorică a abordărilor privind imprimarea moleculară  .....................  23 

2.1.2. Aplicațiile MIP-urilor  ....................................................................................................................  24 

2.2. Componentele și sinteza MIP.................................................................................................................  24 

2.2.1. Selecția componentelor ................................................................................................................  25 

2.2.1.1. Molecula șablon  .....................................................................................................................  25 



Explorarea polimerilor imprimați molecular ca rezervoare medicamentoase pentru tratamentul postchirurgical al glioblastomului  3 

 
2.2.1.2. Monomerul funcțional  .......................................................................................................  25 

2.2.1.3. Agentul de reticulare  ..........................................................................................................  26 

2.2.1.4. Solventul ....................................................................................................................................  26 

2.2.2. Metode de polimerizare  ..............................................................................................................  26 

2.2.3. Strategii de imprimare și metode de preparare  .............................................................  27 

2.3. MIP pentru livrarea de medicamente ...............................................................................................  28 

2.3.1. Design-ul MIP-DDS în funcție de aplicație ..........................................................................  31 

2.3.2. Tipuri de DDSs pe bază de MIP.................................................................................................  32 

2.3.3. Biocompatibilitatea și biodegradabilitatea ........................................................................  34 

CONTRIBUTII PERSONALE ........................................................................................  37 

3. Scop și Obiective .......................................................................................................................................................  39 

4. Metodologie generală ............................................................................................................................................  41 

4.1. Detecția și cuantificarea ruxolitinibului ...........................................................................................  41 

4.2. Analiza prin microscopie electronică de baleiaj ..........................................................................  41 

4.3. Calculul eficienței de încorporare  ......................................................................................................  41 

4.4. Teste de difuzie a medicamentelor.....................................................................................................  42 

4.4.1. Configurația experimentală pentru testarea cedării utilizând celule Franz.......  42 

4.4.2. Calculul cedării cumulative ........................................................................................................  42 

4.4.3. Cinetica de cedare a medicamentelor ...................................................................................  43 

4.5. Software, procesarea datelor și analiza statistică  ......................................................................  44 

5. Studiul 1. Dezvoltarea și caracterizarea de rezervoare de medicamente pe bază de MIP-uri 

convenționale ............................................................................................................................................................  45 

5.1. Introducere ....................................................................................................................................................  45 

5.2. Obiective ..........................................................................................................................................................  47 

5.3. Materiale și metode....................................................................................................................................  48 

5.3.1. Substanțe chimice ...........................................................................................................................  48 

5.3.2. Evaluarea afinității monomerilor ............................................................................................  48 

5.3.3. Sinteza hidrogelului de fibrină .................................................................................................  49 

5.3.4. Sinteza MIP-urilor ...........................................................................................................................  49 

5.3.5. Cuantificarea RUX ...........................................................................................................................  50 

5.3.6. Caracterizarea MIP-urilor ...........................................................................................................  50 

5.3.6.1. Dimensiunea, sarcina de suprafață și morfologia particulelor .......................  50 

5.3.6.2. Legarea specifică și nespecifică a RUX ........................................................................  51 

5.3.7. Studii de cedare in vitro  ..............................................................................................................  52 

5.3.7.1. Cedarea din hidrogelul de fibrină..................................................................................  52 

5.3.7.2. Cedarea din MIP-uri .............................................................................................................  53 

5.3.8. Studii pe culturi celulare in vitro .............................................................................................  54 



4 Alexandra-Iulia BĂRĂIAN 

 
5.3.8.1. Linii celulare și condiții de cultură ................................................................................  54 

5.3.8.2. Evaluarea citotoxicității RUX, TMZ și a monomerilor reziduali ......................  54 

5.3.8.3. Efectele polimerilor asupra viabilității celulelor C6 .............................................  54 

5.3.9. Evaluarea in vivo a MIP2 pe un model de GBM la șobolani .........................................  55 

5.4. Rezultate și discuții ....................................................................................................................................  56 

5.4.1. Sinteza MIP-urilor ...........................................................................................................................  56 

5.4.2. Evaluarea afinității monomerilor ............................................................................................  57 

5.4.3. Caracterizarea MIP-urilor ...........................................................................................................  57 

5.4.3.1. Dimensiunea, sarcina de suprafață și morfologia particulelor  ......................  57 

5.4.3.2. Legarea specifică și nespecifică a RUX ........................................................................  59 

5.4.4. Studii de cedare in vitro ...............................................................................................................  60 

5.4.4.1. Cedarea din hidrogelul de fibrină ..................................................................................  60 

5.4.4.2. Cedarea din MIP-uri .............................................................................................................  62 

5.4.5. Studii pe culturi celulare in vitro  ............................................................................................  65 

5.4.5.1. Răspunsul celulelor C6 la RUX și TMZ .........................................................................  65 

5.4.5.2. Evaluarea citotoxicității monomerilor reziduali  ...................................................  66 

5.4.5.3. Efectele polimerilor asupra viabilității celulelor C6 .............................................  67 

5.4.6. Evaluarea in vivo a MIP2 pe un model de GBM la șobolani .........................................  72 

5.5. Concluzii ..........................................................................................................................................................  73 

6. Studiul 2. Explorarea potențialului hidrogelurilor biodegradabile imprimate molecular ...  75 

6.1. Introducere.....................................................................................................................................................  75 

6.2. Obiective ..........................................................................................................................................................  77 

6.3. Materiale și metode ....................................................................................................................................  77 

6.3.1. Substanțe chimice și materiale .................................................................................................  77 

6.3.2. Sinteza copolimerului ALG-PNIPAm ......................................................................................  77 

6.3.3. Sinteza hidrogelului imprimat molecular............................................................................  78 

6.3.4. Cuantificarea RUX ...........................................................................................................................  79 

6.3.5. Caracterizarea hidrogelului  ......................................................................................................  80 

6.3.5.1. Analiza morfologică și elementală  ...............................................................................  80 

6.3.5.2. Analiza structurală ...............................................................................................................  80 

6.3.5.3. Determinarea excesului de calciu  .................................................................................  80 

6.3.5.4. Studii reologice  ......................................................................................................................  81 

6.3.5.5. Eficiența de încorporare  ...................................................................................................  81 

6.3.5.6. Cedarea in vitro  .....................................................................................................................  81 

6.3.6. Evaluarea in vitro pe culturi celulare de GBM  ..................................................................  82 

6.3.6.1. Linii celulare și condiții de cultură  ...............................................................................  82 

6.3.6.2. Evaluarea citotoxicității  ....................................................................................................  82 



Explorarea polimerilor imprimați molecular ca rezervoare medicamentoase pentru tratamentul postchirurgical al glioblastomului  5 

 
6.3.6.3. Testul de confluență.............................................................................................................  83 

6.3.6.4. Analiza ciclului celular  .......................................................................................................  83 

6.3.6.5. Evaluarea apoptozei  ...........................................................................................................  83 

6.3.6.6. Testul de formare de colonii  ...........................................................................................  84 

6.3.6.7. Testul de zgârietură .............................................................................................................  84 

6.4. Rezultate și discuții ....................................................................................................................................  84 

6.4.1. Sinteza și caracterizarea hidrogelului imprimat molecular  ......................................  84 

6.4.2. Determinarea excesului de calciu ...........................................................................................  88 

6.4.3. Studii reologice  ...............................................................................................................................  89 

6.4.4. Eficiența de încorporare  .............................................................................................................  90 

6.4.5. Cedarea in vitro ................................................................................................................................  91 

6.4.6. Evaluarea in vitro pe culturi celulare de GBM  ..................................................................  93 

6.4.6.1. Evaluarea citotoxicității .....................................................................................................  93 

6.4.6.2. Testul de confluență  ...........................................................................................................  94 

6.4.6.3. Analiza ciclului celular  .......................................................................................................  95 

6.4.6.4. Evaluarea apoptozei  ...........................................................................................................  96 

6.4.6.5. Testul de formare de colonii  ...........................................................................................  98 

6.4.6.6. Testul de zgârietură .............................................................................................................  99 

6.5. Concluzii .......................................................................................................................................................  100 

7. Studiul 3: Evaluarea combinațiilor sinergice de medicamente pentru tratamentul local al 

GBM  103 

7.1. Introducere .................................................................................................................................................  103 

7.2. Obiective .......................................................................................................................................................  105 

7.3. Materiale și metode   ..............................................................................................................................  105 

7.3.1. Substanțe chimice și materiale ..............................................................................................  105 

7.3.2. Studii pe culturi celulare in vitro  .........................................................................................  105 

7.3.2.1. Linii celulare și condiții de cultură ............................................................................  105 

7.3.2.2. Evaluarea citotoxicității AEDs .....................................................................................  105 

7.3.2.3. Testul de inhibare a creșterii tumorsferelor 3D  ................................................  105 

7.3.2.4. Evaluarea sinergismului combinațiilor de medicamente  ..............................  106 

7.3.2.5. Evaluarea cantitativă a apoptozei  .............................................................................  108 

7.3.2.6. Testul de viabilitate pe 3D MCTS  ...............................................................................  108 

7.3.3. Hidrogel imprimat molecular cu OXC ................................................................................  109 

7.3.3.1. Eficiența de încorporare gelului de ALG-PNIPAm încărcat cu RUX ...........  110 

7.3.3.2. Analiza HPLC simultană a RUX și OXC .....................................................................  110 

7.4. Rezultate și discuții  ................................................................................................................................  111 

7.4.1. Evaluarea citotoxicității AEDs  ..............................................................................................  111 



6 Alexandra-Iulia BĂRĂIAN 

 
7.4.2. Testul de inhibare a creșterii pe 3D MCTS  ......................................................................  112 

7.4.3. Evaluarea sinergismului combinațiilor de medicamente .........................................  114 

7.4.3.1. RUX în combinație cu OXC ..............................................................................................  115 

7.4.3.2. RUX în combinație cu VPA ..............................................................................................  116 

7.4.3.3. Evaluarea sensibilității la combinațiile de medicamente  ..............................  118 

7.4.4. Evaluarea cantitativă a apoptozei  .......................................................................................  118 

7.4.5. Testul de viabilitate pe 3D MCTS  .........................................................................................  119 

7.4.6. Hidrogel imprimat molecular cu OXC ................................................................................  126 

7.4.6.1. Sinteza și evaluarea degradării OXC ..........................................................................  126 

7.4.6.2. Eficiența de încorporare a gelului încărcat cu OXC ............................................  127 

7.5. Concluzii .......................................................................................................................................................  127 

8. Discuții generale  ...................................................................................................................................................  129 

9. Concluzii generale  ................................................................................................................................................  133 

10. Originalitatea și contibuțiile inovative ale cercetării doctorale  .......................................  135 

REFERINȚE ...................................................................................................................  137 

ANEXE.........……………………………………………………………………………………….... 153 

 

Cuvinte cheie: polimeri imprimați molecular, rezervor medicamentos, 
glioblastom 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Explorarea polimerilor imprimați molecular ca rezervoare medicamentoase pentru tratamentul postchirurgical al glioblastomului  7 

 
 

LISTA DE PUBLICAŢII 
Articole publicate in extenso ca rezultat al cercetării doctorale 
 

1. Bărăian AI, Iacob BC, Bodoki AE, Bodoki E. In Vivo Applications of Molecularly 

Imprinted Polymers for Drug Delivery: A Pharmaceutical Perspective. Int J Mol Sci 

2022; 23(22):14071. doi: 10.3390/ijms232214071. Factor de Impact ISI JCR2022 –  

5.6, Q1 (inclus în Stadiul Actual al Cunoașterii). 

2. Bărăian AI, Iacob BC, Sorițău O, Tomuță I, Tefas LR, Barbu-Tudoran L, Șușman S, 

Bodoki E. Ruxolitinib-Loaded Imprinted Polymeric Drug Reservoir for the Local 

Management of Post-Surgical Residual Glioblastoma Cells. Polymers 2023; 

15(4):965. doi: 10.3390/polym15040965. Factor de impact ISI JCR2023 – 4.7, Q1 

(inclus în Studiul 1). 

3. Bărăian AI, Raduly L, Zănoagă O, Iacob BC, Barbu-Tudoran L, Dinte E, Berindan-

Neagoe I, Bodoki E. Targeting JAK/STAT3 in glioblastoma cells using an alginate-

PNIPAm molecularly imprinted hydrogel for the sustained release of ruxolitinib. Int 

J Biol Macromol 2025; 298(3):140025. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2025.140025. 

Factor de impact ISI JCR2024 – 8.5, Q1 (inclus în Studiul 2). 

Aplicație de brevet 

1. Florian IS, Șușman VS, Bodoki E, Sorițău O, Peștean PC, Florian IA, Iacob BC, 

Bărăian AI, Buruiană A. Procedeu pentru obținerea unui dispozitiv pentru livrarea 

prelungită și controlată a ruxolitinibului în glioblastom. Cerere de brevet de invenție nr. 

A/00444/25.07.2022, solicitată de către Universitatea de Medicină și Farmacie "Iuliu 

Hațieganu" Cluj-Napoca, Spitalul Clinic Județean de Urgență Cluj și Institutul Oncologic 

"Prof. Dr. I. Chiricuță" Cluj-Napoca. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 Alexandra-Iulia BĂRĂIAN 

 

INTRODUCERE 

Cancerul continuă să reprezinte o problemă majoră de sănătate publică la nivel 

global, iar glioblastomul (GBM) constituie o amenințare oncologică deosebită, fiind cea 

mai frecventă, agresivă și letală tumoră cerebrală malignă primară [1,2]. În ciuda 

protocolului standard de tratament și a progreselor tehnologice recente, prognosticul 

pacienților cu GBM rămâne nefavorabil din cauza rezistenței la tratament și a recidivelor 

tumorale, determinate de infiltrarea extinsă a GBM, de heterogenitatea tumorală, de 

abilitatea celulelor tumorale de a evada de sub supravegherea sistemului imunitar și de 

impedimentul reprezentat de bariera hematoencefalică (BBB) [2–5]. În acest context, au 

fost dezvoltate și tratamente alternative, iar administrarea locală a agenților 

chimioterapici reprezintă o direcție importantă în gestionarea recidivelor 

postchirugicale, având ca scop eliminarea eficientă a celulelor canceroase reziduale și 

minimizarea efectelor secundare sistemice [6,7]. Utilizarea polimerilor imprimați 

molecular (MIP) poate aduce beneficii substanțiale pentru chimioterapia locală, aceștia 

oferind o eliberare susținută a substanțelor active datorită interacțiunilor de afinitate, 

asigurând astfel niveluri terapeutice constante pe o perioadă mai lungă de timp [8–10]. 

Această teză explorează utilizarea MIP-urilor ca sisteme rezervor implantabile pentru 

eliberarea susținută a ruxolitinibului (RUX) în cavitatea post-rezecție, vizând abordarea 

complexității GBM prin inhibarea căii de semnalizare Janus kinase/Signal Transducer 

and Activator of Transcription-3 (JAK/STAT3). Studiul 1 a avut ca scop dezvoltarea de 

MIP-uri convenționale pe bază de acrilați și stiren, Studiul 2 a explorat imprimarea 

moleculară a unor hidrogeluri biodegradabile, iar Studiul 3 a evaluat singerismul unor 

asocieri între RUX și medicamente anticonvulsivante.  
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STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII 

GBM reprezintă una din cele mai mari provocări din domeniul neuro-oncologiei, fiind 

recunoscut drept cea mai letală și prevalentă tumoră malignă primară a sistemului 

nervos central [2,11]. Progresele recente pe baza studiilor genetice au permis 

redefinirea GBM ca gliom astrocitar difuz de grad 4, de tip IDH (isocitrate 

dehydrogenase) sălbatic, având caracteristici histopatologice specifice și modificări 

genetice complexe [12,13]. Începând cu anul 2005, tratamentul standard pentru GBM 

implică rezecția chirurgicală, urmată de radioterapie adjuvantă și chimioterapie 

sistemică cu temozolomidă, cu scopul de a amâna recurențele determinate de celulele 

tumorale reziduale [3,14]. Cu toate acestea, prognosticul rămâne nefavorabil în ciuda 

abordării agresive, cu o supraviețuire medie limitată la 12–18 luni și o rată de 

supraviețuire la 5 ani sub 5% [3]. 

GBM se distinge prin complexitatea sa, manifestându-se printr-o infiltrare difuză în 

parenchimul cerebral, o variabilitate semnificativă la nivel microscopic și molecular, și 

abilitatea de a evada răspunsul sistemului imunitar [2,4,5,15]. Împreună cu 

mecanismele de rezistență la tratament, atât înnăscute, cât și dobândite, și cu obstacolul 

BBB care limitează penetrarea medicamentelor în creier, acestea contribuie în mod 

colectiv la dificultatea obținerii unor rezultate terapeutice optime [11,16]. Calea de 

semnalizare JAK/STAT are un rol important în procesele oncogenice de la nivelul 

celulelor de GBM [17]. Activarea anormală a JAK/STAT3 promovează proliferarea 

celulară, invazia, angiogeneza indusă de hipoxie, reprogramarea metabolică, 

imunosupresia și menținerea pluripotenței celulelor stem GBM rezistente la tratament 

[17–19]. În acest context, inhibarea căii JAK/STAT3 a devenit o abordare cu potențial 

benefic în suprimarea creșterii tumorale, modularea micromediului tumoral și în 

reducerea rezistenței la terapie [17–19], RUX fiind o soluție de a reduce tumorigenitatea 

și invazia GBM prin inhibarea JAK/STAT3 [20,21]. Cu toate acestea, utilizarea sa 

sistemică în GBM este limitată de o biodisponibilitate redusă, necesitând astfel metode 

alternative de livrare [22]. 

Pentru a depăși limitările chimioterapiei sistemice, au fost dezvoltate strategii 

terapeutice alternative și inovatoare, cu accent pe dezvoltarea de tratamente locale 

implantabile pe bază de materiale avansate pentru a asigura eliberarea susținută a 

substanțelor active, menținerea unor niveluri terapeutice pe termen mai lung și 

reducerea toxicității sistemice [6,7]. Hidrogelurile sunt frecvent utilizate și studiate 

pentru tratamentul local al GBM, datorită structurii lor flexibile și a biodegradabilității 

ajustabile, oferind astfel o biocompatibilitate excelentă  [23–25]. 

Deși sunt cunoscute uzual pentru abilitatea în recunoașterea moleculară, MIP-urile 

au devenit platforme populare pentru livrarea de medicamente [26]. Design-ul MIP-

urilor presupune crearea de situri de legare specifice prin polimerizarea unor monomeri 

funcționali și agenți de reticulare în jurul unei molecule șablon [26]. Cavitățile de legare 

cu afinitate ridicată pentru șablon permit o încărcare superioară cu substanța activă și 
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asigură un profil de cedare susținută, ceea ce le diferențiază de sistemele convenționale 

de livrare (DDSs) [8–10]. În plus, MIP-urile sunt superioare sistemelor clasice prin 

imunogenicitate scăzută, sinteză cu costuri reduse, stabilitate ridicată și protecție 

eficientă a medicamentului transportat. Deși MIP-urile convenționale nu sunt 

biodegradabile în mod uzual, compoziția lor poate fi adaptată pentru a depăși această 

limitare și a asigura biocompatibilitatea [8,27].  

  CONTRIBUȚII PERSONALE 

Studiul 1: Dezvoltarea și caracterizarea de rezervoare de medicamente pe bază de 

MIP-uri convenționale 

Obiective: Acest studiu a avut ca scop dezvoltarea și caracterizarea unor MIP-uri 

convenționale ca rezervoare de medicamente pentru eliberarea susținută a RUX la nivel 

local  [28]. 

Material și metode: Patru MIP-uri diferite au fost sintetizate utilizând tehnica 

polimerizării prin precipitare, indusă de UV, și utilizând o strategie de imprimare 

necovalentă, folosind acrilamidă, acid trifluorometacrilic (TFMAA), acid metacrilic și 

stiren (STY) ca monomeri funcționali. După evaluarea afinității monomerilor față de 

RUX prin titrare calorimetrică izotermă (ITC), MIP-urile au fost evaluate și comparate 

cu omologii lor neimprimați (NIP) în ceea ce privește dimensiunea, morfologia și sarcina 

de suprafață a  particulelor, precum și legarea specifică și nespecifică a RUX și eliberarea 

substanței active in vitro utilizând celule de difuzie Franz și metoda agitării flaconului. 

Efectele citotoxice ale MIP-urilor încorporate într-un hidrogel de fibrină au fost evaluate 

in vitro pe celule C6 de GBM utilizând testul Alamr Blue, în timp ce efectele toxice ale 

monomerilor au fost investigate utilizând testul CCK-8. MIP-ul cu cea mai bună 

performanță in vitro a fost ulterior testat in vivo utilizând un model de GBM la șobolani 

Wistar cu scopul de a evalua impactul asupra supraviețuirii animalelor.  

Rezultate: Analizele ITC au demonstrat afinitatea superioară a TFMAA față de RUX.  

MIP2 (cu TFMAA) a demontrat o capacitate de încărcare de 69,9 µg/mg și cedare 

cumulativă la pH 7,4 de 42%, depășind performanțele celorlalți polimeri datorită 

interacțiunii puternice cu șablonul. În plus, MIP2 a indus efecte citotoxice puternice 

asupra celulelor C6, cu o diferență statistic semnificativă față de NIP2, care nu a afectat 

semnificativ viabilitatea celulară. In vivo, tratamentul cu MIP2 a dus la o creștere 

semnificativă a supraviețuirii animalelor, comparativ cu RUX liber. Totuși, conținutul 

rezidual de monomeri ar trebui controlat cu atenție, având în vedere citotoxicitatea 

dependentă de doză, observată exclusiv pentru TFMAA dintre monomerii acrilici.  

Concluzii: Rezultatele demonstrează performanța superioară a MIP2 (TFMAA). În plus, 

rezultatele in vivo demonstrează eficacitatea sa ca rezervor imprimat cu RUX în 
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creșterea supraviețuirii animalelor cu GBM, evidențiind potențialul său ca implant 

terapeutic local pentru gestionarea recidivelor postchirugicale.   

Studiu 2. Explorarea potențialului hidrogelurilor biodegradabile imprimate 

molecular 

Obiective: Acest studiu a explorat imprimarea moleculară a unui hidrogel biodegradabil 

termosensibil și potențialul său ca sistem rezervor implantabil la nivel local pentru 

eliberarea susținută a RUX [29]. 

Material și metode: Polimerul termosensibil poli(N-izopropilacrilamidă) (PNIPAm) a 

fost grefat pe un schelet de alginat (ALG) biodegradabil pentru a obține copolimerul 

utilizat ulterior ca matrice funcțională pentru imprimarea RUX prin reticularea ALG cu 

calciu și obținerea hidrogelului. Successul reactiei de grefare și prezența interacțiunilor 

moleculare implicate în procesul de imprimare au fost evaluate prin spectroscopie în 

infraroșu cu transformantă Fourier (FT-IR). După stabilirea compoziției optime a 

hidrogelului prin analiza potențiometrică a excesului de calciu, comportamentul său 

reologic a fost examinat la diferite temperaturi. Impactul imprimării moleculare a fost 

evaluat prin compararea MIP față de NIP în ceea ce privește eficiența de încorporare 

(EE) și profilul de cedare in vitro în condiții fiziologice. În cele din urmă, efectele MIP 

asupra a două linii celulare de GBM uman au fost investigate prin evaluarea 

citotoxicității, apoptozei, ciclului celular, formării de colonii și a migrării celulare.  

Rezultate: Analizele FT-IR au demonstrat atât succesul reacției de grefare cât și 

interacțiuni moleculare care stau la baza imprimării RUX în hidrogelul de ALG-PNIPAm, 

care a demonstrat ulterior un comportament termosensibil cu creșterea vâscozității în 

apropierea temperaturilor fiziologice datorită compoziției în PNIPAm. Efectul de 

imprimare moleculară s-a reflectat ulterior într-o EE superioară (84,59 ± 0,73 %) și 

eliberare mai susținută a MIP față de NIP, MIP oferind eliberarea prelungită a RUX timp 

de > 14 zile și o cedare cumulativă totală de 81,62 ± 2,47 %. Tratamentul cu hidrogelul 

MIP pe culturi celulare de A172 și U251 a demonstrat citotoxicitate semnificativă, 

blocarea ciclului celular, apoptoză crescută, precum și o capacitate mai redusă de 

formare de colonii și de migrare celulară în comparație cu RUX liber. Celulele U251 au 

prezentat o sensibilitate mai redusă la tratament.  

Concluzii: Hidrogelul de ALG-PNIPAm MIP imprimat cu RUX și reticulat cu ioni de calciu 

prezintă potențial ca sistem de tip rezervor implantabil și bioadeziv pentru terapia 

locală a GBM. Comparativ DDS tradiționale, acest hidrogel asigură o eliberare mai 

susținută pe baza interacțiunilor de afinitate, în timp ce natura sa biodegradabilă 

permite o cedare cumulativă superioară față de MIP convenționale. Imprimarea 

moleculară a RUX și eliberarea sa prin intermediului hidrogelului biodegradabil au 

imbunătățit eficacitatea terapeutică a acestuia in vitro.  
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Studiul 3. Evaluarea combinațiilor sinergice de medicamente pentru tratamentul 

local al GBM 

Obiective: Al treilea studiu a explorat combinații noi de medicamente care implică RUX 

și antiepileptice (AED) pentru tratamentul local al GBM, cu scopul de a îmbunătăți 

rezultatele terapeutice prin implicarea mai multor mecanisme biologice. 

Material și metode: Trei AEDs (acid valproic (VPA), oxcarbazepină (OXC) și 

gabapentină (GBP)), au fost inițial evaluate pentru efectele lor citotoxice asupra 

celulelor de GBM A172 și U251, și ulterior evaluate individual și în combinație cu RUX 

pe sfere tumorale multicelulare (MCTS) 3D prin evaluarea inhibării creșterii la 

concentrațiile care reduc viabilitatea la 50% (IC50). A fost utilizat un design 

experimental factorial pentru a evalua interacțiunile potențial sinergice și sensibilitatea 

la diferite proporții, utilizând rezultatele testului de viabilitate MTT pentru analiză cu 

ajutorul modelului de sinergism Bliss. Apoptoza a fost evaluată ulterior pentru cele mai 

sinergice concentrații utilizând testul Caspazei 3/7. Abordarea factorială a fost utilizată 

pentru un screening al celor mai eficace combinații pe 3D MCTS, utilizând un test de 

viabilitate bazat pe colorarea cu Calcein AM, iodură de propidiu și Hoechst. În plus, OXC 

a fost imprimată în hidrogelul biodegradabil dezvoltat anterior și s-a determinat EE.  

Rezultate: VPA și OXC au demonstrat efecte citotoxice semnificative pe celulele A172 și 

U251, în timp ce GBP nu a reușit să producă o inhibiție de 50%. Testul de inhibare a 

creșterii MCTS 3D a evidențiat efecte suboptimale pentru combinații comparativ cu 

agenții individuali. Evaluarea interacțiunilor sinergice pe culturi 2D a evidențiat efecte 

aditive pentru RUX + OXC pe ambele linii celulare și pentru RUX + VPA pe U251. Deși 

RUX + VPA a arătat un grad semnificativ de sinergism pe celulele A172, sensibilitatea 

celulelor de GBM la acestă combinație a fost în general mai redusă. Evaluarea apoptozei 

a indicat o creștere semnificativă în celulele U251,  RUX + OXC prezentând o apoptoză 

mai mare ca monoterapia, iar RUX + VPA față de RUX. Testul de viabilitate pe 3D MCTS 

a arătat că RUX + OXC a avut o eficacitate globală semnificativ mai mare decât combinația 

RUX + VPA, OXC având o contribuție substanțial mai mare comparativ cu RUX. EE 

superioară a MIP față de NIP indică un anumit grad imprimare moleculară a OXC.  

Apariția unui produs de degradare al OXC după expunerea la copolimer ridică probleme 

de stabilitate.  

Concluzii: Deși RUX+VPA prezintă sinergism în anumite condiții, sensibilitatea mai 

redusă a celulelor GBM la acestă combinație limitează potențialul său terapeutic. În 

schimb, celulele de GBM au demonstrat o sensibilitate mai ridicată la RUX+OXC , deși 

interacțiunea lor este de tip aditiv. În timp ce marcarea fluorescentă poate ajuta la 

identificarea dozelor eficace, evaluarea sinergismului pe modele tumorale 3D necesită 

metode mai avansate pentru a evalua cu exactitate gradul de interacțiune. Sensibilitatea 

generală mai redusă a celulelor U251 necesită investigații suplimentare. 
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CONCLUZII GENERALE 

Lucrarea a avut ca scop dezvoltarea unor diferite rezervoare medicamentoase 

imprimate molecular pentru eliberarea susținută a RUX. Aceste platforme inovatoare au 

fost destinate implantării în cavitatea post-rezecție, cu scopul de a răspunde 

provocărilor în tratarea GBM prin inhibarea căii de semnalizare JAK/STAT3. 

Patru MIP-uri distincte au fost sintetizate și caracterizate în cadrul primului 

studiu, utilizând monomeri funcționali convenționali pe bază de acrilat și STY. MIP2, 

sintetizat folosind TFMAA, a generat cele mai bune rezultate în ceea ce privește 

dimensiunea redusă a particulelor, capacitatea de încărcare și cedare cumulativă 

superioare a RUX. Polimerul MIP2 încorporat într-un hidrogel de fibrină a demonstrat 

un efect citotoxic superior asupra celulelor C6 GBM, în timp ce NIP-ul corespunzător a 

prezentat o biocompatibilitate acceptabilă. Evaluarea MIP2 in vivo utilizând un model 

de GBM la șobolan a arătat o creștere semnificativă a ratei de supraviețuire, subliniind 

potențialul său ca tratament local. 

Datorită lipsei de biodegradabilitate a MIP-urile convenționale, cel de-al doilea 

studiu a avut ca scop explorarea imprimării moleculare a unui hidrogel biodegradabil 

pentru eliberarea susținută a RUX cu o biocompatibilitate superioară. Un copolimer de 

ALG-PNIPAm a fost selectat pentru imprimarea directă a RUX prin reticulare cu gluconat 

de calciu, oferind un hidrogel biodegradabil și termosensibil. Interacțiunile moleculare 

implicate în imprimarea matricei de ALG au fost evaluate prin ATR-FT-IR, acestea fiind 

corelate ulterior cu EE crescută și un profil îmbunătățit de eliberare a substanței în 

comparație cu NIP, oferind o eliberare susținută timp de 14 zile și o cedare cumulativă 

totală crescută datorită biodegradabilității sale. În plus, hidrogelul imprimat a 

demonstrat efecte inhibitorii puternice împotriva celulelor GBM A172 și U251, 

evidențiate prin apoptoză crescută și blocarea ciclului celular datorită inhibării 

JAK/STAT3 de către RUX.  Hidrogelul imprimat molecular compus din ALG-PNIPAm a 

determinat o reducere a capacității de formare a coloniilor și de migrare a celulelor de 

GBM, în comparație cu tratamentul cu RUX liber. 

Având în vedere efectele remarcabile ale RUX asupra celulelor umane de GBM la 

administrarea lui utilizând un sistem de tip rezervor polimeric imprimat molecular, 

aceste constatări au pus bazele unei abordări a tratamentului local utilizând o 

combinație duală de medicamente, explorată în cadrul celui de-al treilea studiu. Trei 

medicamente antiepileptice (AED) au fost testate pe linii celulare de GBM, dintre care 

VPA și OXC au demonstrat o eficacitate notabilă. Interacțiunile sinergice dintre compuși 

au fost evaluate pe culturi celulare 2D, demonstrând sensibilitatea ridicată a celulelor la 

tratamentul cu RUX + OXC printr-un efect aditiv. În contrast, RUX + VPA a arătat 

sinergism în anumite contexte, dar celulele au o sensibilitate generală mai scăzută la 

această asociere, subliniind importanța unei selecții a combinațiilor de substanțe active 

în funcție atât de sinergism, cât și de sensibilitate. În timp ce tratamentele eficace au fost 

identificate pe culturi celulare 3D utilizând un test de viabilitate, sunt necesare metode 



14 Alexandra-Iulia BĂRĂIAN 

 
mai avansate pentru a evalua sinergismul  în cadrul modelelor tumorale 3D complexe. 

Provocările asociate cu stabilitatea OXC la contact cu ALG-PNIPAm evidențiază 

necesitatea unei optimizări suplimentare a formulării. Totodată, diferențele de răspuns 

la tratament dintre liniile A172 și U251 consolidează necesitatea integrării analizei 

prolifurilor genomice și proteomice în studiile viitoare. 

În ansamblu, concluziile acestei teze susțin continuarea cercetărilor privind 

sistemele de tip rezervor biodegradabil imprimat molecular, utilizând una sau mai 

multe substanțe active, pentru tratamentul local al GBM, cu scopul îmbunătățirii 

rezultatelor terapeutice. În același timp, se constată necesitatea unor abordări 

terapeutice personalizate, a validării pe modele tumorale avansate și a cercetării 

translaționale extinse pentru aplicații clinice potențiale. 

 

ORIGINALITATEA ŞI CONTRIBUŢIILE INOVATIVE ALE 

CERCETĂRII DOCTORALE 

 

Originalitatea acestei teze constă în abordarea locală a tratamentului GBM 

utilizând sisteme de tip rezervor imprimate molecular pentru eliberarea susținută a 

RUX în cavitatea de rezecție. Această strategie urmărește combaterea progresiei 

tumorale, a evadării imune, a rezistenței terapeutice și, în cele din urmă, întârzierea 

recidivelor GBM prin menținerea nivelurilor terapeutice de RUX, capabil să inhibe calea 

de semnalizare JAK/STAT3 activată în celulele reziduale de GBM. Spre deosebire de DDS 

convenționale, platformele imprimate molecular utilizează un mecanism de eliberare 

bazat pe interacțiuni de afinitate, mai puțin explorat, care permite o eliberare mai 

susținută și ușor ajustabilă a medicamentului.  

După cunoștiințele autorului, studiul raportează prima utilizare a sistemelor 

rezervor pe bază de MIP pentru tratamentul GBM. Deoarece obiectivul final constă în 

implementarea în contexte clinice, studiul reprezintă un prim pas către disponibilitatea 

MIP pentru pacienți în viitor. Rezultatele primului studiu au fost incluse într-o aplicație 

de brevet în calitate de co-autor (no. A/00444/25.07.2022). 

Potențiala aplicație clinică a MIP-urilor a implicat, de asemenea,  un raționament 

diferit legat de sinteza acestora. Deoarece contextul terapeutic necesită o 

biocompatibilitate ridicată a MIP-urilor, etapa de îndepărtare șablonului a fost omisă în 

mod deliberat din procesul de sinteză pentru a evita introducerea de reziduuri potențial 

toxice de solvent. În primul studiu, omiterea spălării MIP a fost compensată prin 

evaluarea citotoxicității monomerilor, pentru a permite prioritizarea acestora în funcție 

de biocompatibilitate, a anticipa riscurile de siguranță ale acestora și, în cele din urmă, 

pentru a sprijni potențialul translațional al MIP. Această abatere metodologică 

contribuie la păstrarea integrității situsurilor de legare, la minimizarea costurilor și la 
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simplificarea sintezei, oferind astfel o metodă alternativă în sinteza sistemelor MIP-DDS 

pentru a evita etapa contraproductivă de eliminare a șablonului, având în vedere că  

aceasta reprezintă substanța activă. 

Contribuția inovatoare a celui de-al doilea studiu se bazează pe imprimarea 

moleculară directă în matricea de ALG, o strategie mai puțin explorată pentru livrarea 

de substanțe active. Pe lângă avantajul cedării pe bază de interacțiuni de afinitate, 

imprimarea RUX în matricea ALG oferă o alternativă biodegradabilă la MIP-uri 

convenționale, care contribuie la o cedare cumulativă superioară și elimină necesitatea 

unei intervenții chirurgicale secundare cu scopul de a îndepărta implantul, ca etapă în 

tratamentul GBM.  

Abordarea chemometrică folosind modele de predicție utilizată în cel de-al treilea 

studiu se bazează pe un tratament local care utilizează asocieri între RUX și AED, având 

ca scop folosirea mecanismelor suplimentare și explorarea unor efecte potențial 

sinergice în tratamentul GBM. Se raportează pentru prima dată un efect aditiv al 

asocierii RUX + OXC pe liniile celulare A172 și U251 și al asocierii RUX + VPA pe U251, 

dar și un efect sinergic pentru RUX + VPA pe linia celulară A172. 
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INTRODUCTION 

Cancer continues to pose a significant global health burden, with glioblastoma (GBM) 

representing a particularly pressing oncological threat as the most prevalent, 

aggressive, and lethal primary malignant brain tumor [1,2]. Despite the comprehensive 

standard treatment protocol and recent technological advances, the prognosis remains 

very bleak due to treatment resistance and tumor recurrence, driven by GBM’s extensive 

infiltration, heterogeneity, immune evasion, and the blood-brain barrier (BBB) 

impediment [2–5]. Consequently, alternative treatments have been developed, with 

local delivery of chemotherapy agents leading recent efforts in managing post-surgical 

recurrences by focusing on efficiently eliminating residual cancer cells with minimized 

systemic side effects [6,7]. The use of molecularly imprinted polymers (MIPs) can bring 

substantial benefits for local chemotherapy by enabling sustained, affinity-driven drug 

release and ensuring prolonged therapeutic levels [8–10]. This thesis explores the use 

of MIPs as implantable drug reservoirs for the sustained release of ruxolitinib (RUX) at 

the postsurgical site, aiming to address the intricacy of GBM through the inhibition of 

the Janus kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription-3 (JAK/STAT3) 

signaling pathway. The 1st Study focused on the development of conventional acrylic and 

styrene-based MIPs, the 2nd explored the molecular imprinting of biodegradable 

hydrogels, while the 3rd assessed synergistic drug combinations of RUX and 

anticonvulsants. 
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STATE OF THE ART 

GBM stands at the forefront of neuro-oncology research, recognized as both the 

deadliest and most frequently occurring primary malignant tumor of the central 

nervous system [2,11]. Recent advances in genetic profiling led to GBM being redefined 

as the isocitrate dehydrogenase-wildtype grade 4 diffuse astrocytic glioma, bearing 

unique histopathological features and complex genetic alterations [12,13]. Since 2005, 

the standard treatment of GBM involves the maximal safe surgical resection, followed 

by adjuvant radiotherapy and systemic chemotherapy with temozolomide to delay 

recurrences driven by residual tumor cells [3,14]. However, the prognosis remains 

unfavorable regardless of the aggressive approach, with average survival limited to 12-

18 months and a 5-year survival rate < 5%  [3].  

GBM is distinguished by its complexity, displaying diffuse infiltration into the 

cerebral parenchyma, significant variability on both microscopic and molecular levels, 

and the ability to evade immune surveillance [2,4,5,15]. Along with innate and acquired 

treatment resistance mechanisms, as well as the BBB obstacle that limits drug 

penetration, these hallmarks collectively contribute to the difficulty in achieving optimal 

treatment outcomes [11,16]. The JAK/STAT signaling pathway is a key driver of 

oncogenic processes in GBM cells [17]. When abnormally activated, JAK/STAT3 

promotes cell proliferation, invasion, hypoxia-induced angiogenesis, metabolic 

reprogramming, immune evasion, and pluripotency maintenance of the resilient GBM 

stem cells [17–19]. Consequently, its inhibition has become a promising strategy to 

suppress tumor growth, modulate the microenvironment, and overcome therapeutic 

resistance [17–19], with RUX proving a valuable candidate to reduce tumorigenicity and 

invasion as a JAK/STAT3 inhibitor [20,21]. However, its systemic use in GBM is limited 

by a reduced bioavailability and would require alternative delivery methods [22].  

Innovative treatment strategies have emerged to overcome the systemic limitations 

of chemotherapy, with an increasing focus on locally implantable tumor cavity 

treatments employing advanced materials for sustained drug release, prolonged 

therapeutic levels, and reduced systemic toxicity [6,7]. Hydrogels, for instance, are 

particularly popular for local GBM treatment due to their smooth, flexible structure and 

tailored biodegradability, which offer excellent biocompatibility [23–25].  

While traditionally known for their role in molecular recognition, MIPs have 

garnered increasing interest in the field of drug delivery [26]. MIP design entails custom-

made binding sites created by polymerization of functional monomers and crosslinkers 

around a target molecule (template) [26]. The high-affinity binding cavities enable 

enhanced drug loading and an affinity-based gradual drug release profile, setting them 

apart from conventional drug delivery systems (DDSs) [8–10]. Moreover, MIPs surpass 

conventional systems by low immunogenicity, low-cost synthesis, enhanced stability, 

and improved protection of the carried drug. Although conventional MIPs typically lack 
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biodegradability, their composition can be tailored to overcome this issue and ensure 

biocompatibility [8,27].  

PERSONAL CONTRIBUTIONS 

1st Study: Development and characterization of conventional MIP-based drug 

reservoirs 

Objectives: This study aimed to develop and characterize conventional MIPs as drug 

reservoirs for the localized sustained release of RUX [28].  

Materials and methods: Four different MIPs were synthesized by UV-induced 

precipitation polymerization and employing a non-covalent imprinting strategy, using 

acrylamide, trifluoromethacrylic acid (TFMAA), methacrylic acid, and styrene (STY) as 

functional monomers. After investigating the affinity of functional monomers towards 

RUX using isothermal titration calorimetry (ITC), MIPs were evaluated and compared 

with their non-imprinted (NIP) counterparts for their particle size, surface charge, and 

morphology, as well as specific and non-specific binding of RUX, and in vitro drug release 

using Franz diffusion cells and the shake-flask method. The cytotoxic effects of MIPs 

loaded into a fibrin hydrogel were assessed in vitro on C6 GBM cells using the Alamar 

Blue, while the toxic effects of monomers were investigated using the CCK-8 assay. The 

best-performing MIP in vitro was subsequently investigated in vivo on a Wistar rat GBM 

model to evaluate its impact on survival.  

Results: ITC revealed that TFMAA exhibits the highest affinity towards RUX among the 

functional monomers. MIP2 (with TFMAA) displayed the highest loading capacity (69.9 

µg/mg) and cumulative drug release at pH 7.4 (42 %), outperforming the other 

polymers, likely due to its strong interaction with the template. Furthermore, MIP2 

showed the most enhanced cytotoxic effects on C6 cells, with a statistically significant 

difference compared to NIP2, which did not significantly affect viability. In vivo, MIP2 

treatment resulted in a significant increase in survival compared to free RUX. 

Nonetheless, residual monomer content should be carefully controlled, given the dose-

dependent cytotoxicity observed exclusively for TFMAA among acrylic monomers. 

Conclusions: Collectively, these findings revealed that MIP2, prepared using TFMAA, 

exhibits the best overall performance. Most importantly, in vivo results demonstrate its 

efficacy as a RUX-imprinted reservoir in improving GBM survival, highlighting its 

potential for therapeutic application as a local implant for managing post-surgical 

recurrences.  
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2nd Study. Exploring the potential of molecularly imprinted biodegradable 

hydrogels 

Objectives: This study explored the molecular imprinting of a thermo-sensitive 

biodegradable hydrogel and its potential as a locally implantable drug reservoir for the 

sustained release of RUX [29].  

Materials and methods: The thermo-sensitive poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAm) 

was grafted onto a biodegradable alginate (ALG) backbone to synthesize the copolymer, 

which was subsequently used as the functional matrix for RUX imprinting via calcium-

crosslinking of ALG to obtain the desired hydrogel. The successful grafting and presence 

of molecular interactions involved in the imprinting process were evaluated by Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). After the optimal hydrogel composition was 

established potentiometrically via excess calcium levels, its rheological behavior was 

analyzed at different temperatures. The impact of molecular imprinting was evaluated 

by comparing MIPs and NIPs through entrapment efficiency (EE) and in vitro drug 

release profiles under physiological conditions. Finally, the effects of MIP against two 

human GBM cell lines were investigated by examining cytotoxicity, apoptosis, cell cycle 

analysis, colony formation, and migration. 

Results: FT-IR analysis demonstrated the successful grafting reaction and indicated 

molecular interactions consistent with RUX imprinting into the ALG-PNIPAm hydrogel, 

which subsequently revealed thermo-thickening behavior near physiological 

temperatures due to PNIPAm composition. The molecular imprinting effect further 

reflected into a higher EE (84.59 ± 0.73 %) and more sustained release for MIP vs NIP, 

with MIP offering a sustained release of RUX for >14 days and a total cumulative release 

of 81.62 ± 2.47 %. Treatment with MIP hydrogel on A172 and U251 cell cultures 

demonstrated significant cytotoxicity, cell cycle arrest, enhanced apoptosis, as well as a 

more reduced colony formation and migration ability in comparison to free RUX. U251 

cells showed an overall lower treatment sensitivity.  

Conclusions: The calcium-crosslinked RUX-imprinted ALG-PNIPAm MIP hydrogel 

shows a strong potential as an implantable and bioadhesive drug reservoir for local GBM 

therapy. Compared to traditional DDSs, this hydrogel enables a more sustained release 

through affinity-based interactions, while its biodegradable nature allows for greater 

cumulative release than conventional MIPs. Most importantly, the molecular imprinting 

of RUX and its delivery via the biodegradable hydrogel scaffold enhanced its therapeutic 

efficacy in vitro.  

3rd Study: Surveying synergistic drug combinations for GBM local treatment  

Objectives: The 3rd Study explored innovative drug combinations involving RUX and 

antiepileptic drugs (AEDs) for the local treatment of GBM, aiming to improve 

therapeutic outcomes by engaging multiple biological mechanisms.  
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Materials and methods: Three AEDs (valproic acid (VPA), oxcarbazepine (OXC), and 

gabapentin (GBP)), were initially screened for their cytotoxic effects on A172 and U251 

GBM cells and subsequently evaluated individually and in combination with RUX on 3D 

multicellular tumorspheres (MCTS) by assessing growth inhibition at their half-maximal 

inhibitory concentrations (IC50). A factorial experimental design was employed to 

investigate potential synergistic interactions and the sensitivity across various drug 

ratios, with MTT viability assay data analyzed via the Bliss synergy model. Apoptosis 

was further assessed for the most synergistic drug ratios using the Caspase 3/7 assay. 

The factorial approach was employed for a combinatorial screening of the most effective 

combinations on 3D MCTS, using a live/dead cell assay based on Calcein AM, propidium 

iodide, and Hoechst staining. Additionally, OXC was imprinted within the previously 

developed biodegradable hydrogel, and the EE was determined.  

Results: VPA and OXC demonstrated significant cytotoxic effects against A172 and U251 

cells, whereas GBP failed to achieve 50% inhibition. The 3D MCTS growth inhibition 

assay revealed suboptimal effects for the combinations compared to single agents.  The 

evaluation of synergistic interactions on 2D cultures revealed additive effects for RUX + 

OXC on both cell lines, and for RUX + VPA on U251 cells. Although RUX + VPA showed a 

significant degree of synergism on A172 cells, the sensitivity of GBM cells to this 

combination was generally lower. Apoptosis assessment indicated a significant increase 

in apoptosis in U251 cells, with RUX + OXC showing greater apoptosis than either single 

agent and RUX + VPA than RUX alone. The live/dead cell assay on 3D MCTS revealed that 

RUX + OXC had a significantly greater overall efficacy than RUX + VPA, with OXC alone 

contributing more substantially than RUX. The slightly higher EE of MIP vs NIP indicates 

a certain degree of molecular imprinting. However, the emergence of an OXC 

degradation product after copolymer exposure raises stability concerns. 

Conclusions: Although RUX + VPA shows synergism under certain conditions, the lower 

sensitivity of GBM cells to this combination limits its therapeutic potential. In contrast, 

GBM cells demonstrate higher sensitivity to RUX + OXC, although their interaction is 

additive. While fluorescent staining can aid in identifying effective ratios, synergism 

evaluation on 3D tumor models requires more advanced methods to accurately assess 

the degree of interaction. The lower overall sensitivity of U251 cells calls for further 

investigations. 

GENERAL CONCLUSIONS 

This thesis aimed at and successfully developed different molecularly imprinted 

drug reservoirs for the sustained release of RUX. These innovative platforms were 

intended for implantation into the post-surgical cavity to address the challenges in 

treating GBM by inhibiting the JAK/STAT3 signaling pathway.  
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Four distinct MIPs were fabricated and evaluated within the 1st Study, using 

conventional acrylic and STY-based functional monomers. MIP2, synthesized using 

TFMAA, generated the best results in terms of the smallest particle size, highest drug 

loading, and highest cumulative release of RUX. Furthermore, MIP2 loaded into the 

fibrin hydrogel displayed the strongest cytotoxic effect on C6 GBM cells, while its 

corresponding NIP showed acceptable biocompatibility. Moreover, MIP2 in vivo 

evaluation using a rat GBM model revealed a significant increase in survival, highlighting 

its potential as a local treatment.  

As conventional MIPs lack biodegradability, the 2nd Study focused on exploring a 

biodegradable molecularly imprinted scaffold for the sustained RUX release with 

improved biocompatibility. An ALG-PNIPAm copolymer was selected for direct 

imprinting of RUX by crosslinking with calcium gluconate, providing a biodegradable 

and thermo-responsive hydrogel. Molecular interactions involved in the imprinting of 

the ALG matrix were assessed by ATR-FT-IR, which were subsequently correlated with 

the enhanced EE and improved drug release profile in comparison to the NIP, offering a 

sustained release over 14 days and enhanced cumulative release due to its 

biodegradability. Moreover, the imprinted hydrogel demonstrated strong inhibitory 

effects against A172 and U251 GBM cells, evidenced by enhanced apoptosis and cell 

cycle arrest, likely due to RUX inhibition of JAK/STAT3.  Most importantly, the imprinted 

ALG-PNIPAm hydrogel caused a reduced colony formation and migration ability of GBM 

cells, compared to free RUX treatment.  

Given the remarkable effects of RUX against human GBM cells, particularly when 

delivered via a molecularly imprinted polymeric drug reservoir, these findings laid the 

groundwork for a dual-drug combination local treatment approach explored within the 

3rd Study. Several AEDs were tested against GBM cells, among which VPA and OXC 

demonstrated notable efficacy. The synergistic interactions were assessed on 2D GBM 

cell cultures, revealing the strong sensitivity of GBM cells to RUX + OXC, despite lacking 

synergism. Conversely, RUX + VPA showed synergism in certain contexts, but cells 

showed a lower overall sensitivity to this association, underscoring the importance of 

selecting drug combinations based on both synergism and sensitivity. While effective 

treatments were identified on 3D cell cultures using a fluorescent live/dead assay, more 

refined methods are required to assess combinatorial synergism within complex 3D 

tumor models. The challenges associated with OXC stability when in contact with ALG-

PNIPAm emphasize the need for further formulation refinement. Nonetheless, the 

overall disparity between A172 and U251 cells’ treatment response reinforces the 

necessity of integrating genomic and proteomic profiling into future studies. 

Collectively, the findings within this thesis support continued research into single 

or dual imprinted biodegradable molecularly imprinted drug reservoirs for local GBM 

treatment to improve therapeutic outcomes, while reinforcing the need for personalized 

therapeutic approaches, advanced tumor models validation, and extensive translational 

research towards potential clinical applications.  
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ORIGINALITY AND INNOVATIVE CONTRIBUTIONS OF THE 

DOCTORAL RESEARCH 

The originality of this thesis lies in the local GBM treatment approach using 

implantable molecularly imprinted drug reservoirs for the sustained release of RUX 

directly into the post-resection cavity. This strategy aims to overcome tumor 

progression, immune evasion, therapeutic resistance, and ultimately delay GBM 

recurrence by maintaining therapeutic levels of RUX, which is able to inhibit the 

overactivated JAK/STAT3 signaling pathway in residual GBM cells. Unlike conventional 

DDSs, the molecularly imprinted platforms employ a less explored affinity-based 

mechanism of drug release, which allows for a more prolonged and easily tunable drug 

release. 

To the best of the author’s knowledge, this represents the first reported 

application of MIPs for the treatment of GBM. As the ultimate goal is for MIP-based drug 

reservoirs to be implemented in clinical settings, this work represents an initial step 

toward MIPs becoming available to patients in the future. Findings from the 1st Study 

were included in a patent application as a co-author (no. A/00444/25.07.2022). 

The potential clinical application of MIPs also involved a different rationale 

related to their synthesis. Since the therapeutic context entails high biocompatibility for 

MIPs, the template removal step was deliberately omitted from the synthesis process to 

avoid the introduction of potentially toxic solvent residues. In the 1st Study, skipping the 

MIP washing was compensated by assessing the cytotoxicity of monomers to aid in 

prioritizing monomers based on their biocompatibility, anticipate their safety risks if 

present, and eventually support the translational potential of MIPs. This methodological 

deviation aids in preserving binding sites, minimizing costs, and simplifying synthesis, 

thereby encouraging a paradigm shift in the development of MIP-DDSs to avoid the 

unnecessary and counterproductive template removal step, given that the template 

molecule serves as the active drug.  

The innovative contribution of the 2nd Study relies on the direct molecular 

imprinting into the ALG matrix, a strategy scarcely explored for drug delivery. In 

addition to the advantage of affinity-based drug release, RUX imprinting into the ALG 

matrix offers a biodegradable alternative to conventional MIPs, which not only 

contributes to an enhanced cumulative drug release but also eliminates the need for a 

secondary surgical intervention to remove the device as part of GBM treatment.  

The original chemometric approach employing predictive models used in the 3rd 

Study was based on a combinatorial local treatment using RUX and AEDs, aiming to 

address the complexity of GBM via additional mechanisms that could potentially 

contribute to a synergistic effect. We report for the first time an additive effect for RUX 

+ OXC on A172 and U251 cell lines and RUX + VPA on U251, but also a synergistic effect 

for RUX + VPA on A172. 
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