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Rezumat

Metilarea de novo in cadrul regiunilor promotoare ale genelor implicate in cresterea
celulara poate induce inactivarea transcrierii ADN, oferind astfel avantajul initierii si dezvoltarii
de tumori maligne. Pe de altd parte, schimbari in profilul de metilare al proto-oncogenelor
reprezinta unul din mecanismele responsabile pentru proliferarea celulard necontrolata prin
supraexprimarea oncogenelor.

Cancerul pulmonar cu celule de tip non-small (NSCLC) si Glioblastoamele (GB) sunt
printre cele mai letale forme de cancer. In ciuda existentei unui tratament multimodal, acesti
pacienti au un prognostic rezervat, justificind necesitatea descoperirii de noi abordari terapeutice.

O activitate crescutd a oncogenei Igf-Ir a fost observatd in multe tipuri de cancer,
inclusiv in cancerul pulmonar si in tumorile gliale. Dar, mecanismul molecular responsabil de
supraexprimarea genei ramane a fi elucidat.

In prima parte a studiului a fost investigat profilul de metilare al oncogenei Igf-1r in
linii celulare de NSCLC si GB. Deasemenea, studiul a evaluat posibilitatea utilizarii unor agenti
de hipermetilare 1n tratamentul cancerului. Rezultatele obfinute aratd ca oncogena Igf-1r este
partial metilata in toate cele 6 linii de NSCLC si in cele 2 linii de GB analizate. Pentru a



determina daca cresterea profilului de metilare al genei Igf-1r poate induce scaderea nivelului de
proteind IGF-1R, celulele canceroase au fost tratate cu un agent de metilare, S’Adenosil-
metionina (SAM). S-a observat un raspuns diferentiat al viabilitatii celulare la tratamentul cu
SAM pe liniile celulare studiate, fara ca agentul de metilare sa influenteze profilul de metilare al
oncogenei Igf-1r, sugerand faptul cd efectul citotoxic indus de SAM nu este determinat de
modificarea profilului de metilare al genei Igf-1r.

Modificari in exprimarea genelor tumorale supresoare p/6 si Rb1, implicate in reglarea
ciclului celular sunt adesea intalnite in cancer. Astfel, in a doua parte a studiului a fost analizat
profilul de metilare al genelor p/6 si RbI in aceleasi linii tumorale. S-a observat metilarea genei
pI16 in doud linii celulare de NSCLC si intr-o singurd linie celulard de GB. In urma tratamentului
cu agentul de demetilare, SAza-dC, nivelul de proteina P16 a fost restaurat in celulele cu gena
pl6 initial metilatd, sugerand posibilitatea utilizarii agentilor de demetilare In oprirea cresterii
tumorale prin reactivarea genelor dormante inhibate prin metilare de novo.

A. Introducere

Epigenetica face referire la mecanismul prin care informatia geneticd sau fenotipul
celular pot fi transmise de la o generatie la alta, de-a lungul diviziunilor celulare (‘epi’ in limba
greaca inseamna ‘deasupra’). Odatd cu cresterea puterii noastre de intelegere a mecanismelor
genetice, a devenit totusi evident faptul ca functionalitatea genelor nu este determinatd numai de
seventele ADN din genom. Un interes major il constituie descifrarea mecanismelor si a

evenimentelor care au loc in interiorul unei celulei eucariote si care nu sunt continute in secventa
ADN.

A.1. Mecanismele epigenetice in cancer

Cancerul este un grup heterogen de boli din punct de vedere clinic, anatomo-patologic si
molecular, 1n care un grup de celule cu proprietati biologice diferite de celulele normale din
organism sunt caracterizate prin crestere si diviziune necontrolata, invazie si adesea metastazare.

Cuvantul ‘cancer’ provine de la Hippocrate - parintele medicinei, care a folosit
cuvintele grecesti, ‘carcinos’si ‘carcinom’ (traducere-crab) pentru a descrie tumorile maligne.

Dezvoltarea procesului malign depinde atat de aberatii genetice cat si de cele
epigenetice. In ultimii ani, s-a aritat ci metilarea ADN poate fi un indicator al activitatii genice,
precum si al organizarii intregului genom, aceste evenimente epigenetice avand rol in initierea
neoplaziilor. Mecanismele epigenetice aberante se manifesta la nivel de cromatina, afectand
regiunile promotoare ale genelor care influenteaza procesul de transcriere al unor factori
importanti pentru cresterea si dezvoltarea celulara.

A.1.1. Metilarea ADN

Metilarea citozinelor in pozitia 5° a inelului pirimidinic este o modificare adesea dar nu
exclusive intalnita in ADN-ul mamiferelor la nivelul secventelor CpG.



La mamifere, regiunile bogate in dinucleotide CpG sunt numite ‘insule CpG’; 1n
genomul uman cel putin 60% din regiuniile promotoare ale genelor care codifica proteine sunt
asociate cu o insuld CpG. In functie de densitatea gruparilor metil din regiunile promotoare
situate la capatul 5° terminal sau in primul exon/intron al genei, metilarea ADN va dicta pozitia
si momentul cand este initiata expresia genelor. Metilarea ADN oferd deasemenea informatii
asupra locului unde regiunile codante se regdsesc in gene.

In celulele normale, insulele CpG sunt nemetilate, in timp ce dinucleotidele CpG
sporadice regisite in restul genomului sunt metilate. in timpul procesului de imbitrénire, are loc
o inversare treptata a profilului de metilare, care conduce la metilarea insulelor CpG si la o
pierdere globald a nivelului de metilare; aceasta schimbare este foarte pronuntata si in decursul
procesului de carcinogeneza.

In cancer au fost descrise trei evenimente majore legate de nivelul de metilare al
citozinelor din insulele CpG: (1) reducerea in intregul genom a confinutului de 5-metilcitozind—
hipometilare ADN globald. Hipometilarea globald induce instabilitate genomica, activarea
retrotranspozomilor, a proto-oncogenelor sau a microARN, precum si pierderea amprentarii
genomice.

Proto-oncogenele sunt activate in timpul perioadelor de diviziune si diferentiere celulara rapida
si sunt in general asociate cu mecanismul de control al cresterii.

(2) hipermetilarea insulelor CpG in numeroase gene tumorale supresoare este asociata
cu inhibarea procesului de transcriere ADN. Hipermetilarea insulelor CpG este considerata a fi
modificarea epigeneticd majora In cancer.

Hipermetilarea este caracterizata prin (3) stimularea exprimarii ADN metiltransferazelor
(DNMTs), enzime responsabile de stabilitatea si mentinerea profilului de metilare la nivel de
ADN.

A.2. Proto-oncogena Igf-1r

Receptorul 1 al factorului de crestere insulinic (IGF-1R) este un receptor tirozin kinazic
codificat de proto-oncogena Igf-1r cu rol in promovarea transformarii maligne, in cresterea si
supravietuirea celulelor tumorale. Supraexprimarea proteinei sau cresterea activitatii /gf-1r a fost
observatd in diferite tipuri de cancer: in cancerul de san [1, 2], in cancerul de plaman [3, 4], in
cancerul de colon [5], in cancerul de prostata [6], iIn melanoame [7] si in tumorile gliale [8].

Activarea receptorului IGF-1R determind activarea caii de semnalizare subadiacente,
avand ca rezultat transformarea si cresterea proliferarii si supraviefuirii celulelor maligne.

Gradul de exprimare al genei Igf-Ir este determinat in mare masura la nivel de
transcriere ADN. Caracterizarea moleculara a genei Igf-1r a ardtat cd ambele regiuni 5° sunt
bogate in dinucleotidele CG [9, 10].

Mecanismul molecular responsabil pentru activitatea crescutd a genei nu este pe deplin
elucidat. Amplificari ale locusului /gf-Ir au fost intalnite doar in cateva cazuri de melanom si
cancer de san [1].



A.3. Genele supresoare tumorale p16/Rb1

Proteina P16 este un inhibitor al Ciclinei D1 si este implicatd in oprirea ciclului celular
in fazd G1 [11]. Inactivarea genei pl/6 determind activarea Ciclinei D1 si a proteinei
retinoblastoma (RB1), avand ca rezultat accelerarea cresterii necontrolate. Inactivarea genei p16
prin deletii sau mutatii punctiforme este adesea intalnita in cancer. Insd un mecanism alternativ
de inactivare al genei p/6 este metilarea regiunii promotoare si a primului exon [12, 13].
Astfel metilarea ADN, pe 1anga modificarile genetice reprezintd o cale alternativa de inactivare a
genelor pl16 si RbI in cancer.

B. Obiectivele studiului

¢ identificarea profilului de metilare al genei Igf-1r in liniile celulare de NSCLC si
GB.
supraexprimarea genei in cancer

e descoperirea unor noi strategi de inhibare a functionalitatii /gf-/r prin utilizarea
unor agenti de metilare ca si potentiali agenti terapeutici

e identificarea profilului de metilare al genelor pl6/RbI implicate in reglarea
ciclului celular in diferite subtipuri de NSCLC si GB.

e evaluarea eficacitatii agentilor de demetilare 1n reactivarea genei supresoare a
tumorilor p16 si efectul asupra viabilitatii celulare in vitro.

C. Materiale si metode

C.1. Linii celulare si reactivi

In acest studiu au fost folosite 6 linii celulare de NSCLC: U1810, U1752 (stabilizate la
Universitatea din Uppsala [14]), H157, H125, H23 and A549 (achizitionate de la American Type
Culture Collection) si 2 linii celulare de GB (18, 38) (stabilizate din tumori la Spitalul Academic
Universitar din Uppsala si au fost descrise anterior [15]).

Toate celulele 1n cultura au fost mentinute in conditii specificate in studii anterioare.

C.2. Testul de viabiliate celulara- MTT

Acest test se bazeazad pe conversia sarii galbene de tetrazoliu (MTT) la cristale mov de formazan
in prezenta enzimelor reducitoare mitocondriale prezente in celulele metabolic active. In cazul
studiului /gf-1r, celulele au fost cultivate si incubate pentru 7 zile in mediu de culturd continand
concentratii crescatoare SAM (New England Bio-labs) variind intre 0.1uM-200uM.

In cazul studiului pI6/Rb1, celulele au fost cultivate pentru 5 zile in mediu de culturd continind
concentratii crescatoare de 5SAza-dC (Sigma-Aldrich), variind ntre 500nM-10uM.



Rezultatele au fost analizate ca si curbe de crestere a celulelor tratate, comparativ cu celulele
netratate.

C.3. Tratamentul celular

Celulele in cultura au fost tratate cu concentratii crescatoare de SAM (50uM-200uM) pentru
studiul Igf-1r sau cu 0.5-5uM 5Aza-dC pentru studiul p/6/Rb1.

C.4. PCR-ul specific metilarii (MSP)

Profilul de metilare al probelor ADN a fost investigat prin reactia de PCR specificd metilarii
(MSP) in acelasi mod cu cel descris 1n literaturd [16]. ADN-ul extras a fost modificat cu ajutorul
kitului CpGenome DNA modification kit (Chemicon, Sweden) urmand instructiunile din Kkit,
urmat de PCR. Conditiile de PCR sunt descriese in amanunt in teza.

C.5. Reactia Western Blot

Cuantificarea proteinelor din solutia de liza s-a realizat cu metoda Bradford [17].

Pentru detectia expresiei proteice s-au folosit urmatorii anticorpii primari: anticorp policlonal
reactiv pentru subunitatea 3 a IGF-1R, anticorp policlonal reactiv pentru P16 and RB1 (Santa
Cruz Biotechnology) si un anticorp monoclonal produs in soarece reactiv pentru 3-Actina (Santa
Cruz Biotechnology), iar anticorpii secundari au fost produsi n soarece sau iepure i conjugati
cu HRP. Proteinele au fost apoi vizualizate folosind sistemul ECL (Amersham Biosciences AB,
Uppsala, Suedia).

D. Rezultate
D.I. Profilul de metilare al genei Igf-1r in linii de NSCLC si GB

D.I.1. Identificarea regiunii promotoare a genei Igf-1r

1060 perechi de baze situate Tn regiunea 5’continand regiunea promotoare a genei Igf-1r
a fost scanata pentru insule CpG folosind softul MethPrimer [18]. Au fost identificate 2 insule
CpG 1n regiunea promotoare, prima corespunzatoare nucleotidelor 49-278, iar cea de-a doua a
fost regasita intre nucleotidele 711 g1 937.

D.I1.2. Metilarea genei Igf-1r si expresia de proteind IGF-1R in liniile de
NSCLC si GB

Metilarea regiunii promotoare a genei Igf-Ir a fost analizatd in 6 linii celulare de
NSCLC si 2 linii celulare primare de GB.



ADN-ul extras din liniile celulare a fost modificat cu bisulfit de sodium. si amplificat cu ambele
perechi de amorse. In toate liniile celulare s-a obtinut amplificarea regiunii genice cu ambele
perechi de amorse (Figura 1).
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Figura 1. Profilul de metilare al genei Igf-1r in liniile de NSCLC. Produsii PCR cu amorsele metilate
(165nt), cu amorsele nemetilate (160nt); M-DNA-ADN-ul genomic total metilat (control pozitiv al
fragmentului metilat); blood—ADN extras din sidnge (control pozitiv al fragmentului nemetilat).

In acest studiu, nu a fost identificata nici o diferenta in profilul de metilare al genei Igf-1r intre
diferitele subtipuri de cancer de NSCLC.

Amplificare atit cu amorsele metilate cat si cu cele nemetilate a fost obtinutd si in cazul liniilor
primare de GB (Figura 2).
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Figura 2. Profilul de metilare al genei Igf-Ir in liniile de GB. Produsii PCR cu amorsele metilate
(165nt), cu amorsele nemetilate (160nt); M-DNA—-ADN-ul genomic total metilat (control pozitiv al
fragmentului metilat); blood—ADN-extras din sange (control pozitiv al fragmentului nemetilat).

Pentru determinarea corelatiei dintre expresia de gend si de protein, nivelul proteic al
IGF-1R s-a determinat prin metoda Western Blot in toate liniile celulare luate in studiu.
Rezultatele obtinute au aratat ca toate liniile celulare luate in studiu exprima proteina IGF-1R
(Figura 3, Figura 4).
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Figura 3. Nivelul de expresie proteica in liniile de NSCLC. Expresia proteinei IGF-1R 1in liniile de
NSCLC: U1752, U1810, H23, H157, H125 si A549 prin metoda Western Blot. B-Actina —controlul de
incarcare a gelului.
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Figura 4. Nivelul de expresie proteica in liniile de GB. Expresia proteinei IGF-1R in liniile 18 si 38
prin metoda Western Blot. B-Actina —controlul de Tncércare a gelului.

D.1.3. Efectul SAM asupra viabilitatii celulare a liniilor de NSCLC si GB

SAM este principalul donor de grupari metil in multe reactii biologice de metilare
incluzand metilarea ADN la nivelul citozinelor din dinucleotidele CpG. Administrarea exogend a
SAM determind moartea celulelor maligne prin modificari produse la nivel de metilare ADN.

Pentru a determina efectul SAM asupra viabilitatii celulare, celulele in cultura au fost
tratate cu diferite concentratii de SAM (0.1-200uM). Viabilitatea celulard a fost masurata dupa 7
zile prin testul MTT. La concentratia maxima folosita (200uM), tratamentul cu SAM a indus
reducerea viabilitatii celulare: 36% in linia U1810 (Fig. 5A), 18% in linia U1752 (Fig. 5B), 15%
in linia H23 (Fig. 5C), 41% 1in linia H157 (Fig. 5D), 29% 1in linia H125 (Fig. 5SE), si 22% 1n linia
A549 (Fig. 5F) comparativ cu celulele netratate.
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Figura 5. Testul de toxicitate celulara dupa tratamentul cu diferite concentratii de SAM in liniile de
NSCLC. Acelasi numar de celule au fost cultivate in triplicat si expuse la concentratii crescatoare de

SAM (0.1-200uM). Testul MTT pentru liniile: U1810 (A), U1752 (B), H23 (C), H157 (D), H125 (E) si
A549 (F).

Pentru liniile de GB, profilul de inhibare al cresterii este descris Tn Figura 7. Linia celulara 38 a
fost mai sensibila la tratamentul cu SAM comparativ cu linia celulard 18. La concentratia de
200uM, moartea celulara indusa de SAM a fost de 52% in comparatie cu linia celulara 18
(Figura 6A, 6B).
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Figura 6. Testul de toxicitate celulari dupa tratamentul cu diferite concentratii de SAM in liniile de
GB. Acelasi numar de celule au fost cultivate in triplicat si expuse la concentratii crescatoare de SAM

(0.1-200uM). Testul MTT pentru liniile: 18 (A) si 38 (B).

D.1.4. Efectul SAM asupra profilului de metilare al genei Igf-1r

Pentru a investiga dacd efectul SAM asupra viabilitatii celulare 1n liniile de NSCLC si
GB se datoreaza hipermetildrii regiunii promotoare al genei Igf-1r, ADN-ul extras din celulele
tratate a fost amplificat prin MSP cu ambele perechi de amorse iar profilul de metilare a fost
comparat cu ADN-ul netratat. in mod neasteptat, SAM nu a determinat schimbri in profilul de

metilare al genei Igf-1r 1in nici una din liniile celulare de NSCLC (Figura 7) sau de GB studiate
(Figura 8).
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Figura 7. Profilul de metilare al genei Igf-1r dupa tratamentul cu SAM in liniile de NSCLC. Liniile
celulare au fost tratate cu diferite concentratii de SAM (50-200AuM). ADN-ul extras a fost tratat cu
bisulfit de sodiu si amplificat prin metoda MSP. Metilarea partiala a genei /gf-1r a fost mentinuta 1n toate
liniile celulare de NSCLC: U1810 (A), U1752 (B), H23 (C), H157 (D), H125 (E), A549 (F).
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Figura 8. Profilul de metilare al genei Igf-1r dupa tratamentul cu SAM in liniile de GB. Liniile
celulare au fost tratate cu diferite concentratii de SAM (50-200uM). ADN-ul extras a fost tratat cu bisulfit
de sodiu si amplificat prin metoda MSP. Metilarea partiald a genei Igf-1r a fost obtinutd in ambele linii
celulare de GB: 18 (A), 38 (B).

D.L.5. Efectul SAM asupra expresiei de proteina IGF-1R
Pornind de la ipoteza ca SAM nu a avut effect asupra profilului de metilare al genei Igf-
Ir, In continuare nivelul de exprimare proteicda a fost analizat in celulele in culturd tratate cu

diferite concentratii de SAM. SAM nu a avut nici un effect asupra nivelului de expresie proteic
al IGF-1R 1n nici una din liniile celulare de NSCLC (Figura 9) sau de GB (Figura 10).
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Figura 9. Expresia de proteinia IGF-1Rdupa tratamentul cu SAM in NSCLC. Expresia de

IGF-1R 1n lizatele celulelor tratate in comparatie cu cele netratate in liniile: U1810 (A), U1752 (B), H23

(C), H157 (D), H125 (E), A549 (F) ilustrata prin Western blot dupa tratamentul cu SAM pentru 7 zile.
B-Actina a fost folosita ca si control de incarcare al gelului.
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Figura 10. Expresia de proteina IGF-1R dupa tratamentul cu SAM in liniile de GB. Western blot al
lizaturilor celulare dupa tratamentul cu SAM pentru 7 zile. Expresia de IGF-1R in celulele tratate
comparativ cu cele netratate in liniile: 18 (A) si 38 (B).

D.IIL. Profilul de metilare al genelor p16 si Rb1 in liniile de NSCLC si GB

D.IL.1. Metilarea genelor p16/Rb1 in liniile de NSCLC si GB

In a doua parte a studiului, profilul de metilare al genelor tumorale supresoare pl6 si
Rb1 afost investigata Tn aceleasi linii celulare folosite Tn prima parte a studiului.

Dupa tratamentul cu bisulfit, amplificarea cu amorsele metilate in cazul genei p/6 a fost
obtinuta in 2 linii celulare de NSCLC: H23 si U1810 (Figura 11A) si In una din liniile celulare de
GB: linia 18 (Figura 11B).

Amplificare cu amorsele care recunosc fragmentul nemetilat pentru p/6 a fost obtinuta in liniile
celulare de NSCLC: U1752 si H157 (Figura 11A) si respectiv in linia 38 de GB (Figura 11B).
Linia celulard A549 a fost caracterizata anterior prin deletia genei p/6 [19].

In cazul genei tumorale supresoare RbI, s-a obtinut amplificare numai cu amorsele care recunosc
fragmentul nemetilat, atat in liniile de NSCLC, cat si in liniile de GB (Figura 11A,B).
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Figura 11. Profilul de metilare al genelor p16 si Rb1 in liniile celulare de NSCLC si GB. Amplificare
obtinuta cu amorsele nemetilate (U) si metilate (M) in liniile de NSCLC: (A) U1810, U1752, H23, H157,
A549, si in (B) liniile de GB: 38 and 18; Ly (controlul pozitiv al reactiei de nemetilare); CpG: ADN-ul
genomic universal metilat, (controlul pozitiv al reactiei de metilare).

D.I1.2. Expresia de proteine P16 si RB1 in liniile de NSCLC si GB.

Expresia de proteine P16 si RB1 a fost determinata prin metoda Western Blot in toate
liniile celulare luate 1n studiu: in liniile de NSCLC: U1752, U1810, H23, H157, A549 si in cele 2
linii de GB: 18 si 38. Rezultatele obtinute aratd ca proteina P16 a fost exprimatd de liniile
celulare unde s-a obtinut amplificare cu amorsele nemetilate: in liniile de NSCLC: U1752 si
H157 (Figura 12A) si 1n linia de GB 38 (Figura 12B). In liniile celulare, U1810, H23 (Figura
12A) si In linia celulard de GB 18 (Figura 12B) unde s-a obtinut amplificare cu amorsele
metilate, proteina P16 a fost absenta.
Proteina RB1 a fost exprimata endogen de catre toate liniile celulare luate in studiu (Figura
12A,B).
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Figura 12. Determinarea expresiei de proteine P16 si RB1 prin metoda Western Blot. (A) in liniile
de NSCLC U1752, U1810, H23, H157, H125, A549 si (B) in liniile de GB 18, 38; B-Actina - control
pozitiv al incarcarii gelului.

D.IL.3. Efectul SAza-dC asupra viabilitatii celulare

Administrarea exogena a 5SAza-dC induce moartea celulelor maligne prin efectul indus
asupra metildrii ADN. Pentru a determina efectul SAza-dC in supravietuirea celulara, liniile de
NSCLC si de GB au fost tratate cu diferite concentratii de 5Aza-dC (0.5-5uM) pentru 5 zile, iar
viabilitatea celulara a fost masuratd prin testul MTT.
Tratamentul cu 5Aza-dC a indus scaderea viabilitatii celulare in functie de concentratia folosita
in liniile de NSCLC (Figura 13). In cazul liniilor celulare de GB, in linia 18, tratamentul cu
5Aza-dC a avut un effect mai proeminent in inhibarea cresterii celulare comparativ cu linia de
GB 38 (Figura 13B).
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Figura 13. Efectul SAza-dC asupra viabilitatii celulare. Celulele au fost cultivate in triplicat si tratate
timp de 5 zile cu concentratii crescatoare (0.5-10uM) de 5Aza-dC. Mediul de cultura a fost schimbat la
fiecare 24 de ore. Toxicitatea celulard pentru (A) liniile de NSCLC: U1752, U1810, H23, H157, H125 si
A549 pentru (B) liniile de GB: 18 si 38 GB.

D.I1.4. Efectul tratamentului cu SAza-dC asupra expresiei de gena si proteina
P16

Pentru a investiga o posibila legdtura intre inhibarea cresterii celulare in urma
tratamentului cu 5Aza-dC si reexprimarea genei/proteinei P16, ADN-ul celulelor tratate a fost
amplificat si comparat cu ADN-ul extras din celulele netratate.

Re-exprimarea genei/proteinei P16 a fost obtinuta in liniile celulare unde initial gena
pl16 a fost metilatd (in liniile celulare U1810 si H23 la o concentratie de SuM 5Aza-dC (Figura
14B,D) si 1n linia de GB 18 la o concentratie de 2uM 5Aza-dC (Figura 14F). Amplificare cu
amorsele nemetilate s-a obtinut la aceleasi concentratii de SAza-dC folosite pentru identificarea



proteinei P16: 5uM in cazul liniei U1810 si H23 NSCLC cells (Figura 14A,C) si 2uM 5Aza-dC
in cazul liniei de GB 18 (Figura 14E).

A U1810
untr 5300nM 1aM 2uM 5uM ctr 500nM 1uM 2uM SuM
pl6M ‘ - - pl6
. pleU AT A, TR SIS actin
H23
C D

untr 500nM 1uM 2uM 5SuM

ctr 500nM 1uM 2uM 5SuM

pl6

D e el W W  actin

E 18kj40

untr 500nM 1uM 2uM 5uM ctr 500nM 1uM 2uM 5SuM

Figura 14. Efectul 5Aza-dC asupra reexprimarii genei/proteinei P16. Celulele 1n culturd au fost
tratate cu diferite concentratii de 5Aza-dC (0.5-5uM) pentru 5 zile. MSP a fost realizat comparativ cu
celulele netratate. in U1810 si H23 s-a obtinut amplificare cu amorsele nemetilate (A,C) si reexprimarea
proteinei P16 dupa tratamentul cu SuM 5Aza-dC (B,D); in linia 18, amplificarea a fost obtinutd cu
amorsele nemetilate (E) si proteina exprimata la o concentratie de 2uM 5Aza-dC (F).



E. Discutii

Metilarea ADN, modificarea histonelor si microARN-urile sunt trei mecanisme
epigenetice implicate in dezvolaterea cancerului.

Hipometilarea  globala  determinda  supraexprimarea  oncogenelor, activarea
retrotranspozonilor §i instabilitate cromozomialda avand astfel un rol important in initierea si
mentinerea fenotipului malign.

Mecanismul care determind hipometilarea Tn cancer nu este pe deplin elucidat, dar se
cunoaste faptul ca hipometilarea caracterizeaza majoritatea carcinoamelor.

Studii anterioare sugereaza utilizarea metildrii ADN ca si marker molecular in
identificarea precoce a cancerului de plaman si in diagnosticul si prognosticul bolii maligne [20].
Profilul de metilare poate varia de la un tip celular la altul [21]. Astfel, In acest studiu au fost
folosite 6 linii celulare de NSCLC apartinand la diferite subtipuri: cancer de plaman cu celule
largi (U1810), de tip carcinoma scuamos (U1752, H125 and HI157) si adenocarcinom (H23,
AS549) precum si 2 linii celulare primare de GB (18 and 38).

In liniile celulare de GB, gena Igf-1r a fost identificatd ca si potential marker genetic
[22], iar in cazul cancerului pulmonar functionalitatea genei este asociatd cu un prognostic
nefavorabil.

Desi mecanismele care conduc la exprimarea de proteinda IGF-1R se cunosc, cele
raspunzatoare de supraexprimarea oncogenei Igf-1r nu sunt pe deplin elicidate. Spre deosebire de
alti receptori tirozin kinazici, in cazul genei Igf-I/r nu au fost descrise mutatii in cancer, cu
exceptia amplificarii locusului Igf-I1r la nivelul 152, in cateva cazuri de cancer de san si
melanoma [1].

Nivelul de exprimare al genei Igf-Ir este determinat in mare madsura la nivel de
transcriere. Posibilitatea ca metilarea aberantd a genei sd fie mecanismul responsabil de nivelul
crescut de expresie genicd in cancer a fost principalul obiectiv al acestui studiu. Aceastd ipoteza
este incurajata de alte studii care demonstreazd importanta hipometilariic ADN Tn acumularea
fenotipului malign. Hipometilarea este unul din mecanismele raspunzatoare pentru activitatea
crescutd a altor proto-oncogene: membrii ai familiei Eph de receptori tirozin kinazici (RTK), si
oncogenele c-fms, erbB2/neu, c-myc, hoxlI1, h-ras $i c-ros.

Prin utilizarea programului ‘MethPrimer’, la nivelul regiunii promotoare al oncogenei

Igf-1r au fost identificate doua insule CpG cu un continut ridicat de dinucleotide CpG. Prin
reactia de PCR specificd metilarii s-a obtinut un profil de metilare partiala al genei in toate cele 3
subgrupuri de NSCLC si 1n cele 2 linii celulare primare de GB. Metilarea partiala este definita
prin prezenta atit a produsilor de amplificare cu amorsele metilate cét si a celor cu amorsele
nemetilate.
Dar, semnificatia acestei metilari partiale nu este pe deplin inteleasa. Studii anterioare au
identificat un profil de metilare partiala al genei hTert in mai multe linii celulare, dar toate aceste
linii celulare au exprimat proteina- telomeraza. Metilarea partiald in acest caz nu a putut fi
corelata cu nivelul de expresie al ARNm sau al proteinei hTERT, indicand faptul cd metilarea
partiald existd si nu afecteaza expresia de gena.



Un profil de metilare partiald a fost identificat si pentru gena Aprt care codifica proteina adenina
fosforibiziltransferaza, iar acest profil este mentinut atat in vitro cat si in vivo.

Legatura dintre profilul de metilare si expresia proteica corespunzatoare genelor metilate este
bine stabilita. Expresia de proteind IGF-1R a fost analizata prin metoda Western Blot. In mod
surprinzator, toate liniile celulare de NSCLC si de GB au exprimat proteina IGF-1R.

Profilului de hemimetilare al oncogenei Igf-Ir ar putea avea o semnificafie majord avand in
vedere faptul ca metilarea partiala nu a fost obtinutd pentru ADN-ul genomic total metilat
(control pozitiv al fragmentului metilat) sau pentru ADN extras din sange (control pozitiv al
fragmentului nemetilat).

Pentru a identifica functionalitatea acestui mecanism de metilare partiala al oncogenei
Igf-1r, celulele in culturad au fost tratate cu SAM, principalul donor de grupari metil in reactiile
biochimice.

Mai multe studii au sugerat cd administrarea exogena a SAM determind scaderea
viabilitatii celulelor canceroase prin hipermetilarea ADN la nivelul genelor implicate in cresterea
celulara [23] iar SAM induce apoptoza in celulele canceroase din ficat [24].

In acest studiu a fost luata in considerare posibilitatea ca SAM si induca hipermetilarea
receptorului avand drept consecintd scaderea viabilitatii celulare prin inactivarea nivelului de
proteind IGF-1R.

Raspunsul liniilor celulare la tratamentul cu SAM a fost diferential, si nu a putut fi corelat cu
subtipul celular in NSCLC. In cazul liniilor de GB, linia celulard 38 a fost mai senzitiva la
tratamentul cu SAM decat linia 18.

Observand efectul antiproliferativ indus de SAM 1n toate liniile celulare, s-a analizat posibilitatea
ca aceasta citotoxicitate sa fie rezultatul hipermetilarii oncogenei Igf-1r.

In urma tratamentului cu SAM nu s-au observat modificari in profilul de metilare al genei sau in
nivelul de exprimare al proteinei IGF-1R, astfel incat efectul citotoxic al tratamentului cu SAM
este independent de metilarea ADN la nivelul genei Igf-1r. Dar alte gene initial hipometilate ar
putea fi raspunzatoare de efectul citotoxic indus de SAM. Rezultatele obtinute indica faptul ca
metilarea partiala al genei Igf-Ir nu influenteaza nivelul de expresie al genei sau al proteinei
IGF-1R. Astfel metilarea ADN nu este mecanismul raspunzdtor pentru supraexprimarea
oncogenei/proteinei /gf-1r in cancerul de NSCLC si de GB.

In a doua parte a studiului, a fost investigat profilul de metilare al genelor tumorale
supresoare p16 si RbI in aceleasi culturi celulare de NSCLC si GB.

Prin reactia de PCR specifica metilarii s-a obtinut metilarea genei p/6 in 2 linii celulare de
NSCLC, U1810 si H23 si in linia de GB, 18. In cazul liniilor celulare U1752 si H157 precum si
in linia de GB 38, gena p16 a fost nemetilata.

Studiul prezent poate fi considerat primul care si-a propus sa identifice metilarea genei
p16 1n liniile de NSCLC U1810 si H23 si in linia celulard primara de GB, 18.

Metilarea genei RbI nu a fost observatd in nici una din liniile celulare analizate, chiar daca exista
studii care indica inactivarea genei Rb/ in multe tipuri de cancer de plaman [25].



Liniile celulare de NSCLC, U1810 si H23 precum si linia de GB, 18 caracterizate prin metilarea
genei p/6 nu contin proteina P16, in timp ce liniile celulare de NSCLC, U1752 si H157 precum
si linia de GB 38 sunt caracterizate prin expresia endogena a proteinei P16, iar Tn urma reactiei
MSP s-a obtinut amplificare cu amorsele nemetilate.

gena pl6 initial metilatd, celulele in culturd au fost tratate cu concentratii crescatoare de SAza-
dC. In celulele unde gena pI6 a fost initial metilatd, iar proteina P16 absentd, s-a obtinut
reversibilitatea reactiei de metilare, 5Aza-dC inducand re-exprimarea proteinei P16 si
amplificare cu amorsele nemetilate. Astfel in cazul liniilor U1810 si H23, gena-proteina P16 au
fost reactivate la o concentratie de 5SuM 5Aza-dC, iar in linia de GB 18, reactivarea
genei/proteinei P16 a fost indusa la o concentratie de 2uM 5Aza-dC. Pentru a determina efectul
folosit testul MTT.

Deoarece raspunsul celular la tratamentul cu 5Aza-dC a fost similar in toate liniile celulare de
NSCLC, se poate presupune cd rezultatul se datoreaza numai partial re-exprimarii genei tumorale
supresoare pl6. O explicatie alternativa a acestui fenomen este activitatea citotoxica a agentului
folosit sau inducerea unor modificari, care pot induce deasemenea moartea celulara.

In doar 2 din liniile celulare de NSCLC, gena tumorala supresoare pI6 a fost inactivatd prin
mecanismul de metilare ADN, sugerdand posibilitatea ca inactivarea genei pl6 este rezultatul
metildrii de novo datorata pasajelor celulare successive.

De asemenea, lipsa metilarii genei in celelalte 3 linii celulare de NSCLC, sugereaza
faptul ca alti factori de crestere controlati prin mecanismul de metilare ADN pot induce scaderea
viabilitatii celulare si pot fi utilizati ca si potentiali agenti terapeutici. Pe de alta parte, in cancerul
de GB, in linia celulard 18 cu gena p/6 initial metilatd s-a obtinut o scddere considerabila a
viabilitatii celulare dupa tratamentul cu 5Aza-dC in comparatie cu linia celulara 38, sugerand
importanta genei p/6 in cancerul de GB.

F. Concluzii

* 1inregiunea promotoare a oncogenei /gf-1r au fost identificate 2 insule CpG

e analiza prin reactia de PCR-ul specificd metilarii a evidentiat un profil de metilare
partiald al genei Igf-1r in liniile celulare de NSCLC si GB

e expunerea celulelor in cultura la agentul de metilare -SAM nu a determinat modificari Tn
profilul de metilare partiald al genei/proteinei Igf-1r

e viabilitatea celulard redusd in urma tratamentului cu SAM este datoratd unui alt
mecanism decat hipermetilarea oncogenei Igf-1r

e metilarea ADN nu este mecanismul raspunzator pentru supraexprimarea genei/proteinei
Igf-1r in cancerul de NSCLC si GB in vitro.

e gena tumorala supresoare p/6 este hipermetilata in 2 linii celulare de NSCLC: H23 si
U1810 si in linia de GB 18



tratamentul cu un agent de demetilare - 5Aza-dC determind reversibilitatea reactiei de
metilare ADN la nivelul genei p/6 si reexprimarea de proteind P16 in liniile celulare cu
gena initial metilata.

viabilitatea celulara scazutd observatd dupa tratamentul cu S5Aza-dC este datorata cel
putin patial reexprimadrii genei/proteinei P16.

Rb1 nu este metilatad 1n nici una din linile celulare luate in studiu.

Alte studii sunt necesare pentru determinarea importantei biologice a profilului de metilare
partiald a oncogenei Igf-1r si in alte tipuri de cancer.

Reactivarea genelor de control al cresterii celulare reprimate initial prin metilare de novo
sugereazd posibilitatea aplicatiei clinice a agentilor de demetilare/hipermetilare in tratamentul
cancerului. Profilul de metilare al oncogenelor si al genelor tumorale supresoare Tmpreunad cu alti
markeri moleculari pot fi folosifi in elaborarea unei terapii personalizate si evaluarea
prognosticului individualizat.
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