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Rezumat 

Metilarea de novo în cadrul regiunilor promotoare ale genelor implicate în creşterea 
celulară poate induce inactivarea transcrierii ADN, oferind astfel avantajul iniţierii şi dezvoltării 
de tumori maligne. Pe de altă parte, schimbări în profilul de metilare al proto-oncogenelor 
reprezintă unul din mecanismele responsabile pentru proliferarea celulară necontrolată prin 
supraexprimarea oncogenelor. 

Cancerul pulmonar cu celule de tip non-small (NSCLC) şi Glioblastoamele (GB) sunt 
printre cele mai letale forme de cancer. În ciuda existenţei unui tratament multimodal, aceşti 
pacienţi au un prognostic rezervat, justificînd necesitatea descoperirii de noi abordări terapeutice. 

O activitate crescută a oncogenei Igf-1r a fost observată în multe tipuri de cancer, 
inclusiv în cancerul pulmonar şi în tumorile gliale. Dar, mecanismul molecular responsabil de 
supraexprimarea genei rămâne a fi elucidat.  

În prima parte a studiului a fost investigat profilul de metilare al oncogenei Igf-1r în 
linii celulare de NSCLC şi GB. Deasemenea, studiul a evaluat posibilitatea utilizării unor agenţi 
de hipermetilare în tratamentul cancerului. Rezultatele obţinute arată că oncogena Igf-1r este 
parţial metilată în toate cele 6 linii de NSCLC şi în cele 2 linii de GB analizate. Pentru a 



determina dacă creşterea profilului de metilare al genei Igf-1r poate induce scăderea nivelului de 
proteină IGF-1R, celulele canceroase au fost tratate cu un agent de metilare, S’Adenosil-
metionina (SAM). S-a observat un răspuns diferenţiat al viabilităţii celulare la tratamentul cu 
SAM pe liniile celulare studiate, fără ca agentul de metilare să influenţeze profilul de metilare al 
oncogenei Igf-1r, sugerând faptul că efectul citotoxic indus de SAM nu este determinat de 
modificarea profilului de metilare al genei Igf-1r. 

Modificări în exprimarea genelor tumorale supresoare p16 şi Rb1, implicate în reglarea 
ciclului celular sunt adesea întâlnite în cancer. Astfel, în a doua parte a studiului a fost analizat 
profilul de metilare al genelor p16 şi Rb1 în aceleaşi linii tumorale. S-a observat metilarea genei 
p16 în două linii celulare de NSCLC şi intr-o singură linie celulară de GB. În urma tratamentului 
cu agentul de demetilare, 5Aza-dC, nivelul de proteină P16 a fost restaurat în celulele cu gena 

p16 iniţial metilată, sugerând posibilitatea utilizării agenţilor de demetilare în oprirea creşterii 
tumorale prin reactivarea genelor dormante inhibate prin metilare de novo. 

A. Introducere 
Epigenetica face referire la mecanismul prin care informaţia genetică sau fenotipul 

celular pot fi transmise de la o generaţie la alta, de-a lungul diviziunilor celulare (‘epi’ in limba 
greaca inseamnă ‘deasupra’). Odată cu creşterea puterii noastre de înţelegere a mecanismelor 
genetice, a devenit totuşi evident faptul că funcţionalitatea genelor nu este determinată numai de 
sevenţele ADN din genom. Un interes major îl constituie descifrarea mecanismelor şi a 
evenimentelor care au loc în interiorul unei celulei eucariote şi care nu sunt conţinute în secvenţa 
ADN. 
 

A.1. Mecanismele epigenetice în cancer 

Cancerul este un grup heterogen de boli din punct de vedere clinic, anatomo-patologic şi 
molecular,  în care un grup de celule cu proprietăţi biologice diferite de celulele normale din 
organism sunt caracterizate prin creştere şi diviziune necontrolată, invazie şi adesea metastazare. 

Cuvântul ‘cancer’ provine de la Hippocrate - părintele medicinei, care a folosit 
cuvintele greceşti, ‘carcinos’şi ‘carcinom’ (traducere-crab) pentru a descrie tumorile maligne.  

Dezvoltarea procesului malign depinde atât de aberaţii genetice cât şi de cele 
epigenetice. În ultimii ani, s-a arătat că metilarea ADN poate fi un indicator al activităţii genice, 
precum şi al organizării întregului genom, aceste evenimente epigenetice având rol în iniţierea 
neoplaziilor. Mecanismele epigenetice aberante se manifestă la nivel de cromatină, afectând 
regiunile promotoare ale genelor care influenţează procesul de transcriere al unor factori 
importanţi pentru creşterea şi dezvoltarea celulară.  

 

A.1.1. Metilarea ADN 

Metilarea citozinelor în poziţia 5’ a inelului pirimidinic este o modificare adesea dar nu 
exclusive intâlnită in ADN-ul mamiferelor la nivelul secventelor CpG. 



La mamifere, regiunile bogate în dinucleotide CpG sunt numite ‘insule CpG’; în 
genomul uman cel puţin 60% din regiuniile promotoare ale genelor care codifică proteine sunt 
asociate cu o insulă CpG. În funcţie de densitatea grupărilor metil din regiunile promotoare 
situate la capatul 5’ terminal sau în primul exon/intron al genei, metilarea ADN va dicta poziţia 
şi momentul când este iniţiată expresia genelor. Metilarea ADN oferă deasemenea informaţii 
asupra locului unde regiunile codante se regăsesc în gene. 

În celulele normale, insulele CpG sunt nemetilate, în timp ce dinucleotidele CpG 
sporadice regăsite în restul genomului sunt metilate. În timpul procesului de îmbătrânire, are loc 
o inversare treptată a profilului de metilare, care conduce la metilarea insulelor CpG şi la o 
pierdere globală a nivelului de metilare; această schimbare este foarte pronunţată şi în decursul 
procesului de carcinogeneză. 

În cancer au fost descrise trei evenimente majore legate de nivelul de metilare al 
citozinelor din insulele CpG: (1) reducerea în întregul genom a conţinutului de 5-metilcitozină– 
hipometilare ADN globală. Hipometilarea globală induce instabilitate genomică, activarea 
retrotranspozomilor, a proto-oncogenelor sau a microARN, precum şi pierderea amprentării 
genomice. 
Proto-oncogenele sunt activate în timpul perioadelor de diviziune şi diferenţiere celulară rapidă 
şi sunt în general asociate cu mecanismul de control al creşterii.  

(2) hipermetilarea insulelor CpG în numeroase gene tumorale supresoare este asociată 
cu inhibarea procesului de transcriere ADN. Hipermetilarea insulelor CpG este considerată a fi 
modificarea epigenetică majoră în cancer.  

Hipermetilarea este caracterizată prin (3) stimularea exprimării ADN metiltransferazelor 
(DNMTs), enzime responsabile de stabilitatea şi menţinerea profilului de metilare la nivel de 
ADN.  

A.2. Proto-oncogena Igf-1r 

Receptorul 1 al factorului de creştere insulinic (IGF-1R) este un receptor tirozin kinazic 
codificat de proto-oncogena Igf-1r cu rol în promovarea transformării maligne, în creşterea şi 
supravieţuirea celulelor tumorale. Supraexprimarea proteinei sau creşterea activităţii Igf-1r a fost 
observată în diferite tipuri de cancer: în cancerul de sân [1, 2], în cancerul de plămân [3, 4], în 
cancerul de colon [5], în cancerul de prostată [6], în melanoame [7] şi în tumorile gliale [8]. 

Activarea receptorului IGF-1R determină activarea căii de semnalizare subadiacente, 
având ca rezultat transformarea şi creşterea proliferării şi supravieţuirii celulelor maligne.   

Gradul de exprimare al genei Igf-1r este determinat în mare măsură la nivel de 
transcriere ADN. Caracterizarea moleculară a genei Igf-1r a arătat că ambele regiuni 5’ sunt 
bogate în dinucleotidele CG [9, 10].  

Mecanismul molecular responsabil pentru activitatea crescută a genei nu este pe deplin 
elucidat. Amplificări ale locusului Igf-1r au fost întâlnite doar în câteva cazuri de melanom şi 
cancer de sân [1]. 
 



A.3. Genele supresoare tumorale p16/Rb1  

Proteina P16 este un inhibitor al Ciclinei D1 şi este implicată în oprirea ciclului celular 
în fază G1 [11]. Inactivarea genei p16 determină activarea Ciclinei D1 şi a proteinei 
retinoblastoma (RB1), având ca rezultat accelerarea creşterii necontrolate. Inactivarea genei p16 
prin deleţii sau mutaţii punctiforme este adesea întâlnită în cancer. Însă un mecanism alternativ 
de inactivare al genei p16 este metilarea regiunii promotoare şi a primului exon [12, 13].   
Astfel metilarea ADN, pe lângă modificarile genetice reprezintă o cale alternativă de inactivare a 
genelor p16 şi Rb1 în cancer. 

  B. Obiectivele studiului 
• identificarea profilului de metilare al genei Igf-1r în liniile celulare de NSCLC şi 

GB.  

• evaluarea posibilităţii că metilarea genei Igf-1r este mecanismul răspunzător de 
supraexprimarea genei în cancer 

• descoperirea unor noi strategi de inhibare a funcţionalităţii Igf-1r prin utilizarea 
unor agenţi de metilare ca şi potenţiali agenţi terapeutici  

• identificarea profilului de metilare al genelor p16/Rb1 implicate în reglarea 
ciclului celular în diferite subtipuri de NSCLC şi GB. 

• evaluarea eficacităţii agenţilor de demetilare în reactivarea genei supresoare a 
tumorilor p16 şi efectul asupra viabilităţii celulare in vitro. 
 

C. Materiale şi metode  
 

C.1. Linii celulare şi reactivi  

În acest studiu au fost folosite 6 linii celulare de NSCLC: U1810, U1752 (stabilizate la 
Universitatea din Uppsala [14]), H157, H125, H23 and A549 (achiziţionate de la American Type 
Culture Collection) şi 2 linii celulare de GB (18, 38) (stabilizate din tumori la Spitalul Academic 
Universitar din Uppsala şi au fost descrise anterior [15]).  
Toate celulele în cultură au fost mentinute în condiţii specificate în studii anterioare.     
 

C.2. Testul de viabiliate celulară- MTT  

Acest test se bazează pe conversia sării galbene de tetrazoliu (MTT) la cristale mov de formazan 
în prezenţa enzimelor reducătoare mitocondriale prezente în celulele metabolic active. În cazul 
studiului Igf-1r, celulele au fost cultivate şi incubate pentru 7 zile în mediu de cultură continând 
concentraţii crescatoare SAM (New England Bio-labs) variind între 0.1µM-200µM.  
În cazul studiului p16/Rb1, celulele au fost cultivate pentru 5 zile în mediu de cultură continând 
concentraţii crescătoare de 5Aza-dC (Sigma-Aldrich), variind între 500nM-10µM.  



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

C.3. Tratamentul celular  

Celulele in cultură au fost tratate cu concentraţii crescătoare de SAM (50µM-200µM) pentru 
studiul Igf-1r sau cu 0.5-5µM 5Aza-dC pentru studiul p16/Rb1.  
 

C.4. PCR-ul specific metilării (MSP) 

Profilul de metilare al probelor ADN a fost investigat prin reacţia de PCR specifică metilării 
(MSP) în acelaşi mod cu cel descris în literatură [16]. ADN-ul extras a fost modificat cu ajutorul 
kitului CpGenome DNA modification kit (Chemicon, Sweden) urmând instrucţiunile din kit, 
urmat de PCR. Conditiile de PCR sunt descriese în amănunt in teză. 
 

C.5. Reacţia Western Blot 

Cuantificarea proteinelor din soluţia de liză s-a realizat cu metoda Bradford [17].  
Pentru detecţia expresiei proteice s-au folosit următorii anticorpii primari: anticorp policlonal 

reactiv pentru subunitatea β a IGF-1R, anticorp policlonal reactiv pentru P16 and RB1 (Santa 

Cruz Biotechnology) şi un anticorp monoclonal produs in şoarece reactiv pentru β-Actină (Santa 
Cruz Biotechnology), iar anticorpii secundari au fost produşi în şoarece sau iepure şi conjugaţi 
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 în linii de NSCLC şi GB 

 

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

1060 perechi de baze situate în regiunea 5’conţinând regiunea promotoare a genei Igf-1r 
a fost scanată pentru insule CpG folosind softul MethPrimer [18]. Au fost identificate 2 insule 
CpG în regiunea promotoare, prima corespunzătoare nucleotidelor 49-278, iar cea de-a doua a 
fost regăsită între nucleotidele 711 şi 937. 
 

D.I.2. Metilarea genei Igf-1r şi expresia de proteină IGF-1R în liniile de 

NSCLC şi GB 

Metilarea regiunii promotoare a genei Igf-1r a fost analizată în 6 linii celulare de 
NSCLC şi 2 linii celulare primare de GB.  



ADN-ul extras din liniile celulare a fost modificat cu bisulfit de sodium. şi amplificat cu ambele 
perechi de amorse. În toate liniile celulare s-a obţinut amplificarea regiunii genice cu ambele 
perechi de amorse (Figura 1). 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Profilul de metilare al genei Igf-1r în liniile de NSCLC. Produşii 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 sânge (control pozitiv al fragmentului nemetilat).  
 

În acest studiu, nu a fost identificată nici o diferenţă în profilul de metilare al genei Igf-1r între 
diferitele subtipuri de cancer de NSCLC. 
Amplificare atât cu amorsele metilate cât si cu cele nemetilate a fost obţinută şi în cazul liniilor 
primare de GB (Figura 2). 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Profilul de metilare al genei Igf-1r în liniile de GB. Produşii 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 corelaţiei dintre expresia de genă şi de protein, nivelul proteic al 
IGF-1R s-a determinat prin metoda Western Blot în toate liniile celulare luate în studiu.  
Rezultatele obţinute au arătat că toate liniile celulare luate în studiu exprimă proteina IGF-1R 
(Figura 3, Figura 4).  



 
 
 
 

 

 

 

Figura 3. Nivelul de expresie proteică în liniile de NSCLC. Expresia proteinei IGF-1R în liniile de 
NSCLC: U1752, U1810, H23, H157, H125 şi A549 prin metoda Western Blot. β-Actina –controlul de 
încarcare a gelului.  
 

 

 

 

Figura 4. Nivelul de expresie proteică în liniile de GB. Expresia proteinei IGF-1R în liniile 18 şi 38 
prin metoda Western Blot. β-Actina –controlul de încărcare a gelului. 
 

D.I.3. Efectul SAM asupra viabilităţii celulare a liniilor de NSCLC şi GB 

SAM este principalul donor de grupări metil în multe reacţii biologice de metilare 
incluzând metilarea ADN la nivelul citozinelor din dinucleotidele CpG. Administrarea exogenă a 
SAM determină moartea celulelor maligne prin modificări produse la nivel de metilare ADN.  

Pentru a determina efectul SAM asupra viabilităţii celulare, celulele în cultură au fost 
tratate cu diferite concentraţii de SAM (0.1-200µM). Viabilitatea celulară a fost măsurată după 7 
zile prin testul MTT. La concentraţia maximă folosită (200µM), tratamentul cu SAM a indus 
reducerea viabilităţii celulare: 36% în linia U1810 (Fig. 5A), 18% în linia U1752 (Fig. 5B), 15% 
în linia H23 (Fig. 5C), 41% în linia H157 (Fig. 5D), 29% în linia H125 (Fig. 5E), şi 22% în linia 
A549 (Fig. 5F) comparativ cu celulele netratate. 



 
 

 

 

 

Figura 5. Testul de toxicitate celulară după tratamentul cu diferite concentraţii de SAM în liniile de 
NSCLC. Acelaşi număr de celule au fost cultivate în triplicat şi expuse la concentraţii crescătoare de 
SAM (0.1-200µM). Testul MTT pentru liniile: U1810 (A), U1752 (B), H23 (C), H157 (D), H125 (E) şi 
A549 (F). 
 
Pentru liniile de GB, profilul de inhibare al creşterii este descris în Figura 7. Linia celulară 38 a 
fost mai sensibilă la tratamentul cu SAM comparativ cu linia celulară 18. La concentraţia de 
200µM, moartea celulară indusă de SAM a fost de 52% în comparaţie cu linia celulară 18 
(Figura 6A, 6B).   
 



Figura 6. Testul de toxicitate celulară după tratamentul cu diferite concentraţii de SAM în liniile de 
GB. Acelaşi număr de celule au fost cultivate în triplicat şi expuse la concentraţii crescătoare de SAM 
(0.1-200µM). Testul MTT pentru liniile: 18 (A) şi 38 (B). 
 

D.I.4. Efectul SAM asupra profilului de metilare al genei Igf-1r 

Pentru a investiga dacă efectul SAM asupra viabilităţii celulare în liniile de NSCLC şi 
GB se datorează hipermetilării 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. În mod neaşteptat, SAM nu a determinat schimbări în profilul de 
metilare al genei Igf-1r  în nici una din liniile celulare de NSCLC (Figura 7) sau de GB studiate 
(Figura 8). 

 



Figura 7.  Profilul de metilare al genei Igf-1r după tratamentul cu SAM în liniile de NSCLC. Liniile 
celulare au fost tratate cu diferite concentraţii de SAM (50-200AµM). ADN-ul extras a fost tratat cu 
bisulfit de sodiu şi amplificat prin metoda MSP. Metilarea parţială a genei Igf-1r a fost menţinută în toate 
liniile celulare de NSCLC: U1810 (A), U1752 (B), H23 (C), H157 (D), H125 (E), A549 (F). 
 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Profilul de metilare al genei Igf-1r după tratamentul cu SAM în liniile de GB. Liniile 
celulare au fost tratate cu diferite concentraţii de SAM (50-200µM). ADN-ul extras a fost tratat cu bisulfit 
de sodiu şi amplificat prin metoda MSP. Metilarea parţială a genei Igf-1r a fost obţinută în ambele linii 
celulare de GB: 18 (A), 38 (B). 
 

D.I.5. Efectul SAM asupra expresiei de proteină IGF-1R 

Pornind de la ipoteza că SAM nu a avut effect asupra profilului de metilare al genei Igf-

1r, în continuare nivelul de exprimare proteică a fost analizat in celulele in cultură tratate cu 
diferite concentraţii de SAM. SAM nu a avut nici un effect asupra nivelului de expresie proteic 
al IGF-1R în nici una din liniile celulare de NSCLC (Figura 9) sau de GB (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.  Expresia de proteină IGF-1Rdupă tratamentul cu SAM în NSCLC. Expresia de  
IGF-1R în lizatele celulelor tratate în comparaţie cu cele netratate în liniile: U1810 (A), U1752 (B), H23 
(C), H157 (D), H125 (E), A549 (F) ilustrata prin Western blot după tratamentul cu SAM pentru 7 zile.  
β-Actina a fost folosită ca şi control de încărcare al gelului. 
.   

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 10. Expresia de proteină IGF-1R după tratamentul cu SAM în liniile de GB. Western blot al 
lizaturilor celulare după tratamentul cu SAM pentru 7 zile. Expresia de IGF-1R în celulele tratate 
comparativ cu cele netratate în liniile: 18 (A) şi 38 (B).   
 

 

D.II. Profilul de metilare al genelor p16 şi Rb1 în liniile de NSCLC şi GB 

 

D.II.1. Metilarea genelor p16/Rb1 în liniile de NSCLC şi GB  

In a doua parte a studiului, profilul de metilare al genelor tumorale supresoare p16 şi 
Rb1 a fost investigată în aceleaşi linii celulare folosite în prima parte a studiului. 

După tratamentul cu bisulfit, amplificarea cu amorsele metilate în cazul genei p16 a fost 
obţinută în 2 linii celulare de NSCLC: H23 şi U1810 (Figura 11A) şi în una din liniile celulare de 
GB: linia 18 (Figura 11B).  
Amplificare cu amorsele care recunosc fragmentul nemetilat pentru p16 a fost obţinută în  liniile 
celulare de NSCLC: U1752 şi H157 (Figura 11A) şi respectiv în linia 38 de GB (Figura 11B). 
Linia celulară A549 a fost caracterizată anterior prin deleţia genei p16 [19]. 
În cazul genei tumorale supresoare Rb1, s-a obţinut amplificare numai cu amorsele care recunosc 
fragmentul nemetilat, atât în liniile de NSCLC, cât şi în liniile de GB (Figura 11A,B). 
 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Profilul de metilare al genelor p16 şi Rb1 în liniile celulare de NSCLC şi GB. Amplificare 
obţinută cu amorsele nemetilate (U) şi metilate (M) în liniile de NSCLC: (A) U1810, U1752, H23, H157,  
A549, şi în (B) liniile de GB: 38 and 18; Ly (controlul pozitiv al reacţiei de nemetilare); CpG: ADN-ul 
genomic universal metilat, (controlul pozitiv al reacţiei de metilare). 
 

 

D.II.2. Expresia de proteine P16 şi RB1 în liniile de NSCLC şi GB.  

Expresia de proteine P16 şi RB1 a fost determinată prin metoda Western Blot în toate 
liniile celulare luate în studiu: în liniile de NSCLC: U1752, U1810, H23, H157, A549 şi în cele 2 
linii de GB: 18 şi 38. Rezultatele obţinute arată că proteina P16 a fost exprimată de liniile 
celulare unde s-a obţinut amplificare cu amorsele nemetilate: în liniile de NSCLC: U1752 şi 
H157 (Figura 12A) şi în linia de GB 38 (Figura 12B). În liniile celulare, U1810, H23 (Figura 
12A) şi în linia celulară de GB 18 (Figura 12B) unde s-a obţinut amplificare cu amorsele 
metilate, proteina P16 a fost absentă.  
Proteina RB1 a fost exprimată endogen de către toate liniile celulare luate în studiu (Figura 
12A,B).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Determinarea expresiei de proteine P16 şi RB1 prin metoda Western Blot. (A) în liniile 
de NSCLC U1752, U1810, H23, H157, H125, A549 şi (B) în liniile de GB 18, 38; β-Actina - control 
pozitiv al încărcării gelului. 
 

D.II.3. Efectul 5Aza-dC asupra viabilităţii celulare 

Administrarea exogenă a 5Aza-dC induce moartea celulelor maligne prin efectul indus 
asupra metilării ADN. Pentru a determina efectul 5Aza-dC în supravieţuirea celulară, liniile de 
NSCLC şi de GB au fost tratate cu diferite concentraţii de 5Aza-dC (0.5-5µM) pentru 5 zile, iar 
viabilitatea celulară a fost masurată  prin testul MTT. 
Tratamentul cu 5Aza-dC a indus scăderea viabilităţii celulare în funcţie de concentraţia folosită 
în liniile de NSCLC (Figura 13). În cazul liniilor celulare de GB, în linia 18, tratamentul cu 
5Aza-dC a avut un effect mai proeminent în inhibarea creşterii celulare comparativ cu linia de 
GB 38 (Figura 13B). 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Efectul 5Aza-dC asupra viabilităţii celulare. Celulele au fost cultivate în triplicat şi tratate 
timp de 5 zile cu concentraţii crescătoare (0.5-10µM) de 5Aza-dC. Mediul de cultură a fost schimbat la 
fiecare 24 de ore. Toxicitatea celulară pentru (A) liniile de NSCLC: U1752, U1810, H23, H157, H125 şi 
A549 pentru (B) liniile de GB: 18 şi 38 GB.    
 

D.II.4.  Efectul tratamentului cu 5Aza-dC asupra expresiei de genă şi proteină 

P16  

Pentru a investiga o posibilă legătură între inhibarea creşterii celulare în urma 
tratamentului cu 5Aza-dC şi reexprimarea genei/proteinei P16, ADN-ul celulelor tratate a fost 
amplificat şi comparat cu ADN-ul extras din celulele netratate. 

Re-exprimarea genei/proteinei P16 a fost obţinută în liniile celulare unde iniţial gena 
p16 a fost metilată (în liniile celulare U1810 şi H23 la o concentraţie de 5µM 5Aza-dC (Figura 
14B,D) şi în linia de GB 18 la o concentraţie de 2µM 5Aza-dC (Figura 14F). Amplificare cu 
amorsele nemetilate s-a obţinut la aceleaşi concentraţii de 5Aza-dC folosite pentru identificarea 



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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. Efectul 5Aza-dC asupra reexprimării genei/proteinei P16. Celulele în cultură au fost 
tratate cu diferite concentraţii de 5Aza-dC (0.5-5µM) pentru 5 zile. MSP a fost realizat comparativ cu 
celulele netratate. În U1810 şi H23 s-a obţinut amplificare cu amorsele nemetilate (A,C) şi reexprimarea 
proteinei P16 după tratamentul cu 5µM 5Aza-dC (B,D); în linia 18, amplificarea a fost obţinută cu 
amorsele nemetilate (E) şi proteina exprimată la o concentraţie de 2µM 5Aza-dC (F). 
 

 

 

 



E. Discuţii 
Metilarea ADN, modificarea histonelor şi microARN-urile sunt trei mecanisme 

epigenetice implicate în dezvolaterea cancerului. 
Hipometilarea globală determină supraexprimarea oncogenelor, activarea 

retrotranspozonilor şi instabilitate cromozomială având astfel un rol important în iniţierea şi 
menţinerea fenotipului malign.   

Mecanismul care determină  hipometilarea în cancer nu este pe deplin elucidat, dar se 
cunoaşte faptul că hipometilarea caracterizează majoritatea carcinoamelor. 

Studii anterioare sugerează utilizarea metilării ADN ca şi marker molecular în 
identificarea precoce a cancerului de plămân şi în diagnosticul şi prognosticul bolii maligne [20]. 
Profilul de metilare poate varia de la un tip celular la altul [21]. Astfel, în acest studiu au fost 
folosite 6 linii celulare de NSCLC aparţinând la diferite subtipuri: cancer de plămân cu celule 
largi (U1810), de tip carcinoma scuamos (U1752, H125 and H157) şi adenocarcinom (H23, 
A549) precum şi 2 linii celulare primare de GB (18 and 38). 

În liniile celulare de GB, gena Igf-1r a fost identificată ca şi potenţial marker genetic 
[22], iar în cazul cancerului pulmonar funcţionalitatea genei este asociată cu un prognostic 
nefavorabil.  

Deşi mecanismele care conduc la exprimarea de proteină IGF-1R se cunosc, cele 
raspunzătoare de supraexprimarea oncogenei Igf-1r nu sunt pe deplin elicidate. Spre deosebire de 
alţi receptori tirozin kinazici, în cazul genei Igf-1r nu au fost descrise mutaţii în cancer, cu 
excepţia amplificării locusului Igf-1r la nivelul 15q2, în câteva cazuri de cancer de sân şi 
melanoma [1].  

Nivelul de exprimare al genei Igf-1r este determinat în mare măsura la nivel de 
transcriere. Posibilitatea ca metilarea aberantă a genei să fie mecanismul responsabil de nivelul 
crescut de expresie genică în cancer a fost principalul obiectiv al acestui studiu. Această ipoteză 
este încurajată de alte studii care demonstrează importanţa hipometilării ADN în acumularea 
fenotipului malign. Hipometilarea este unul din mecanismele răspunzatoare pentru activitatea 
crescută a altor proto-oncogene: membrii ai familiei Eph de receptori tirozin kinazici (RTK), şi 
oncogenele c-fms, erbB2/neu, c-myc, hox11, h-ras şi c-ros.   

Prin utilizarea programului ‘MethPrimer’, la nivelul regiunii promotoare al oncogenei 
Igf-1r au fost identificate două insule CpG cu un conţinut ridicat de dinucleotide CpG. Prin 
reacţia de PCR specifică metilarii s-a obţinut un profil de metilare parţială al genei în toate cele 3 
subgrupuri de NSCLC şi în cele 2 linii celulare primare de GB.  Metilarea parţială este definită 
prin prezenţa atât a produşilor de amplificare cu amorsele metilate cât şi a celor cu amorsele 
nemetilate.  
Dar, semnificaţia acestei metilări parţiale nu este pe deplin înţeleasă. Studii anterioare au 
identificat un profil de metilare parţială al genei hTert în mai multe linii celulare, dar toate aceste 
linii celulare au exprimat proteina- telomeraza. Metilarea parţială în acest caz nu a putut fi 
corelată cu nivelul de expresie al ARNm sau al proteinei hTERT, indicând faptul că metilarea 
parţială există şi nu afectează expresia de genă.   



Un profil de metilare parţială a fost identificat şi pentru gena Aprt care codifică proteina adenina 
fosforibiziltransferază, iar acest profil este menţinut atât in vitro cât şi in vivo.   
Legătura dintre profilul de metilare şi expresia proteică corespunzătoare genelor metilate este 
bine stabilită. Expresia de proteină IGF-1R a fost analizată prin metoda Western Blot. In mod 
surprinzator, toate liniile celulare de NSCLC şi de GB au exprimat proteina IGF-1R.  
Profilului de hemimetilare al oncogenei Igf-1r ar putea avea o semnificaţie majoră având in 
vedere faptul că metilarea parţială nu a fost obţinută pentru ADN-ul genomic total metilat 
(control pozitiv al fragmentului metilat) sau pentru ADN extras din sânge (control pozitiv al 
fragmentului nemetilat).  

Pentru a identifica funcţionalitatea acestui mecanism de metilare parţială al oncogenei 
Igf-1r, celulele in cultură au fost tratate cu SAM, principalul donor de grupări metil in reacţiile 
biochimice.  

Mai multe studii au sugerat că administrarea exogenă a SAM determină scăderea 
viabilităţii celulelor canceroase prin hipermetilarea ADN la nivelul genelor implicate în creşterea 
celulară [23] iar SAM induce apoptoza în celulele canceroase din ficat [24].   

În acest studiu a fost luată în considerare posibilitatea ca SAM să inducă hipermetilarea 
receptorului având drept consecinţă scăderea viabilităţii celulare prin inactivarea nivelului de 
proteină IGF-1R. 
Răspunsul liniilor celulare la tratamentul cu SAM a fost diferenţial, si nu a putut fi corelat cu 
subtipul celular în NSCLC. În cazul liniilor de GB, linia celulară 38 a fost mai senzitivă la 
tratamentul cu SAM decât linia 18. 
Observând efectul antiproliferativ indus de SAM în toate liniile celulare, s-a analizat posibilitatea 
ca această citotoxicitate sa fie rezultatul hipermetilării oncogenei Igf-1r.   
În urma tratamentului cu SAM nu s-au observat modificări în profilul de metilare al genei sau în 
nivelul de exprimare al proteinei IGF-1R, astfel încât efectul citotoxic al tratamentului cu SAM 
este independent de metilarea ADN la nivelul genei Igf-1r. Dar alte gene iniţial hipometilate ar 
putea fi răspunzătoare de efectul citotoxic indus de SAM. Rezultatele obţinute indică faptul că 
metilarea parţială al genei Igf-1r nu influenţează nivelul de expresie al genei sau al proteinei 
IGF-1R. Astfel metilarea ADN nu este mecanismul răspunzător pentru supraexprimarea 
oncogenei/proteinei Igf-1r în cancerul de NSCLC şi de GB.   

În a doua parte a studiului, a fost investigat profilul de metilare al genelor tumorale 
supresoare p16 şi Rb1 în aceleaşi culturi celulare de NSCLC şi GB.     
Prin reacţia de PCR specifică metilării s-a obţinut metilarea genei p16 în 2 linii celulare de 
NSCLC, U1810 şi H23 şi în linia de GB, 18. În cazul liniilor celulare U1752 şi H157 precum şi 
în linia de GB 38, gena p16 a fost nemetilată. 

Studiul prezent poate fi considerat primul care şi-a propus să identifice metilarea genei 
p16 în liniile de NSCLC U1810 şi H23 şi în linia celulară primară de GB, 18. 
Metilarea genei Rb1 nu a fost observată în nici una din liniile celulare analizate, chiar dacă există 
studii care indică inactivarea genei Rb1 in multe tipuri de cancer de plămân [25].   



Liniile celulare de NSCLC, U1810 şi H23 precum şi linia de GB, 18 caracterizate prin metilarea 
genei p16 nu conţin proteina P16, în timp ce liniile celulare de NSCLC, U1752 şi H157 precum 
şi linia de GB 38 sunt caracterizate prin expresia endogenă a proteinei P16, iar în urma reacţiei 
MSP s-a obţinut amplificare cu amorsele nemetilate.  

Pentru a determina posibilitatea reversibilităţii reacţiei de metilare în liniile celulare cu 
gena p16 iniţial metilată, celulele in cultură au fost tratate cu concentraţii crescătoare de 5Aza-
dC. În celulele unde gena p16 a fost iniţial metilată, iar proteina P16 absentă, s-a obţinut 
reversibilitatea reacţiei de metilare, 5Aza-dC inducând re-exprimarea proteinei P16 si 
amplificare cu amorsele nemetilate. Astfel in cazul liniilor U1810 si H23, gena-proteina P16 au 
fost reactivate la o concentraţie de 5µM 5Aza-dC, iar in linia de GB 18, reactivarea 
genei/proteinei P16 a fost indusă la o concentraţie de 2µM 5Aza-dC. Pentru a determina efectul 
reversibilităţii reacţiei de metilare al genei p16 asupra viabilităţii celulare, în acest scop a fost 
folosit testul MTT.   
Deoarece răspunsul celular la tratamentul cu 5Aza-dC a fost similar în toate liniile celulare de 
NSCLC, se poate presupune că rezultatul se datorează numai parţial re-exprimării genei tumorale 
supresoare p16. O explicaţie alternativă a acestui fenomen este activitatea citotoxică a agentului 
folosit sau inducerea unor modificări, care pot induce deasemenea moartea celulară. 
În doar 2 din liniile celulare de NSCLC, gena tumorală supresoare p16 a fost inactivată prin 
mecanismul de metilare ADN, sugerând posibilitatea că inactivarea genei p16 este rezultatul 
metilării de novo datorată pasajelor celulare successive.  

De asemenea, lipsa metilării genei in celelalte 3 linii celulare de NSCLC, sugerează 
faptul ca alţi factori de creştere controlaţi prin mecanismul de metilare ADN pot induce scaderea 
viabilităţii celulare şi pot fi utilizaţi ca şi potenţiali agenţi terapeutici. Pe de alta parte, în cancerul 
de GB, în linia celulară 18 cu gena p16 iniţial metilată s-a obţinut o scădere considerabilă a 
viabilităţii celulare după tratamentul cu 5Aza-dC în comparaţie cu linia celulara 38, sugerând 
importanţa genei p16 în cancerul de GB.        

 

F. Concluzii  
• în regiunea promotoare a oncogenei Igf-1r au fost identificate 2 insule CpG  

• analiza prin reacţia de PCR-ul specifică metilării a evidenţiat un profil de metilare 
parţială al genei Igf-1r în liniile celulare de NSCLC şi GB 

• expunerea celulelor în cultură la agentul de metilare –SAM nu a determinat modificări în 
profilul de metilare parţială al genei/proteinei Igf-1r 

• viabilitatea celulară redusă în urma tratamentului cu SAM este datorată unui alt 
mecanism decât hipermetilarea oncogenei Igf-1r 

• metilarea ADN nu este mecanismul răspunzător pentru supraexprimarea genei/proteinei 
Igf-1r în cancerul de NSCLC şi GB in vitro. 

• gena tumorală supresoare p16 este hipermetilată în 2 linii celulare de NSCLC: H23 şi 
U1810 şi în linia de GB 18 



• tratamentul cu un agent de demetilare - 5Aza-dC determină reversibilitatea reacţiei de 
metilare ADN la nivelul genei p16 şi reexprimarea de proteină P16 în liniile celulare cu 
gena iniţial metilată. 

• viabilitatea celulară scăzută observată dupa tratamentul cu  5Aza-dC este datorată cel 
puţin paţial reexprimării genei/proteinei P16. 
Rb1 nu este metilată în nici una din linile celulare luate în studiu.  
 

Alte studii sunt necesare pentru determinarea importanţei biologice a profilului de metilare 
parţială a oncogenei Igf-1r si în alte tipuri de cancer.  
Reactivarea genelor de control al creşterii celulare reprimate iniţial prin metilare de novo 
sugerează posibilitatea aplicaţiei clinice a agenţilor de demetilare/hipermetilare în tratamentul 
cancerului. Profilul de metilare al oncogenelor şi al genelor tumorale supresoare împreună cu alţi 
markeri moleculari pot fi folosiţi în elaborarea unei terapii personalizate şi evaluarea 
prognosticului individualizat.    
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