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INTRODUCERE

O simpla cautare pe Google folosind termenul “cancer” va conduce in mai putin de 0,5
secunde la incredibilul numar de 549 de milioane (549.000.000) de rezultate / pagini de
internet independente. Daca nu este boala secolului XXI, in mod cert cancerul este
preocuparea numarul unu a omenirii din secolului XXI... dupa sex (3.290.000.000 de
rezultate), sanatate (3.260.000.000 de rezultate) si moarte (1.370.000.000 de rezultate). Un
numar impresionant din aceste link-uri contin informatii mai mult sau mai putin corecte din
punct de vedere stiintific despre cauzele aparitiei cancerului iar concluzia spontana in fata
acestui ocean informational este ca stim foarte multe lucruri despre procesul de oncogeneza,
dar in acelasi timp ne dam seama ca sunt inca o mul{ime de lucruri pe care nu le stim, deci in
final concluzia ar putea fi ca mai degraba stim cat nu stim.

incepand cu secolul XVIII stim c& un stil de viatd nesanatos si anumite ocupatii sunt
asociate cu un risc crescut de aparitie a cancerului, dar detaliile mecanismelor patogenetice
subiacente raman inca neclare.

incepand din secolul XIX stim c& existd (cel putin in anumite tipuri de patologii) o
componenta de transmitere transgenerationala a riscului aparitiei cancerului, dar inca suntem
departe de a infelege materializarea de facto a acestui risc prin prisma contributiei individuale
si / sau colective a mutatiilor si polimorfismelor genice.

incepand din secolul XX cunoastem (in bund mé&sura) mecanismele moleculare care
guverneaza expresia unei gene, interactiunile intra- si intercelulare dintre gene, dar suntem
inca departe de a putea folosi aceasta informatie pentru a individualiza corespunzator
procedurile de screening, diagnostic si mai ales de terapie a cancerului.

In esentd, istoria unui proces canceros e simpld: o celuld sau un set de celule
acumuleaza mutatii care ii / le confera un avantaj de supraviefuire si de adaptare metabolica
ce conduce la o proliferare celulara necontrolata local (invazie) sau la distanta (metastazare).
Aceasta “simplitate” este dezarmanta prin ea insasi, dar si prin numarul alarmant de cazuri noi
in care aceasta istorie continua sa se repete. Astfel unele prognoze ne arata noi date extrem
de alarmante, de exemplu numarul estimat de noi cazuri de cancer pentru anul 2020 este de
15 milioane. Acest numar poate parea dezarmant dar este in acelasi timp si suficient de
motivant pentru miile de grupuri de cercetare a biologiei cancerului, inclusiv a celui din cadrul
Departamentului de Biochimie si Farmacologie al Universitatii de Medicina si Farmacie “Victor
Babes” din Timisoara.

Modul in care transcriptia genelor codante si non-codante este modificata (amplificata
sau inhibatd) in celulele canceroase a fost si ramane unul dintre subiectele centrale ale
cercetarii oncologice. Analiza mecanismelor de reglare transcriptionala si in special a
interactiunilor ADN - complex de transcriptie - factori de transcriptie este foarte importanta din
perspectiva utilizarii factorilor de transcriptie drept {inte terapeutice, in conditiile in care doar
aproximativ 20% din genomul uman este targetat din punct de vedere farmaceutic pana in
prezent. Caile de semnalizare de tipul caii receptorilor androgeni, Wnt sau TGF[3 sunt profund
alterate atat in cancerele sistemului hematopoietic cat si in cancerele solide precum cel de
plaman, de san sau de prostata. Cel putin una din aceste cai de semnalizare moduleaza
procese epigenetice precum metilarea insulelor CpG sau a resturilor de Lys din cozile
histonelor, cu efecte profunde asupra topologiei cromozomiale. Similar, cel putin una dintre
aceste cai de semnalizare moduleaza transcriptia, exportul, procesarea nucleara sau
citoplasmatica si interactiunea cu proteinele din complexul RISC al microARN, molecule de
mici dimensiuni de ARN non-codant. Este un exemplu clasic al interactiunii biunivoce dintre
mecanismele transcriptionale si post-transcriptionale de reglare genica si al efectelor pe care
aceasta le are la nivelul biologiei celulare. Un exemplu devenit clasic este cel al interactiunii
caii de semnalizare Wnt - microARN, interactiune recurenta in dezvoltarea embrionara si
diferentierea tisulara, dar si in oncogeneza. Concret, hsa-mirR-200 interactioneaza cu beta-
catenina si inhiba proliferarea celulara in gliomul multiform, in timp ce p53 transactiveaza hsa-
miR-34, microARN cunoscut pentru capacitatea de a reprima activitatea transcriptionala a
complexelor beta-catenina/TCF/LEF in cancerul colorectal.



Aparitia microARN pe scena cercetarii oncologice a insemnat nu numai o noua
perspectiva asupra mecanismelor oncogenetice de reglare post-transcriptionala, dar si un nou
capitol al biologiei biomarkerilor cancerului. MicroARN sunt molecule de ARN non-codant de
mici dimensiuni (20-25 de nucleotide) capabile sa moduleze concomitent stabilitatea a sute de
molecule de ARN mesager {inta si cu o proprietate care le face candidati ideali pentru
calificarea lor ca biomarkeri, anume aceea ca prezintd o foarte mare stabilitate. Lista
moleculelor de microARN din diferite tesuturi tumorale sau lichide biologice, asociate cu
diferite tipuri de cancer aflate in diferite stadii de evolutie est deja impresionanta si asteapta
confirmarea n studii clinice.

Teza de doctorat de fata se inscrie prin tematica sa in preocuparile despre biologia
moleculara a cancerului ale Disciplinei de Biochimie din cadrul Departamentului de Biochimie
si Farmacologie al Universitatii de Medicina si Farmacie “Victor Babeg” Timisoara din ultimii 15
ani. Aceasta teza cuprinde in principal urmatoarele aspecte:

- analiza si modelarea matematica a proceselor biologice, in cazul de fata analiza
fidelitatii procesului de replicare intr-un model procariot. Analiza efectuata pe genomul tulpinii
K12 de E. coli releva probabilitati semnificativ diferite de aparitie a unei mutatii punctiforme pe
cele doua catene, conducatoare si intarziata, in cursul procesului de replicare.

- analiza mutatiilor asociate proceselor oncogenetice, in cazul de fata mutatiile genei
FLT3 din leucemia acuta mieloida (LAM). De remarcat este faptul ca majoritatea pacientilor
inclusi in studiul nostru nu au prezentat mutatii detectabile prin combinatia de tehnici utilizata.
Singurele mutatii detectate au fost ITD si D835, ceea ce argumenteaza pentru existenta foarte
probabila a altor mutatii asociate.

- analiza expresiei genice din procesele oncogenetice, Th cazul de fata analiza
expresiei genelor BAALC si WT1 din leucemia acuta mieloida (LAM). Concordant cu date din
literatura, am documentat experimental cresteri modeste ale expresiei BAALC si cresteri
importante ale nivelului expresiei WT1. Din pacate, dimenisunea relativ redusa a lotului de
pacienti investigati nu permite corelarea acestor rezultate cu caracteristicile clinice si anatomo-
patologice ale cazurilor incluse in analiza noastra.

- analiza mecanismelor post-transcriptionale de reglare genica asociate proceselor
oncogenetice (in cazul de fata expresia speciilor de microARN rezidenti pe cromozomul 21 in
cancerul de prostata). Activarea genelor rezidente pe cromozomul 21 in situatii patologice este
de interes, data fiind propensiunea redusa a pacientilor cu sindrom Down de a dezvolta tumori
solide. Ipoteza noastra de lucru stipula o crestere a expresiei genelor microARN de pe
cromozomul 21 ca mecanism de modulare (post-transcriptionala) in cancerul de prostata.
Aceasta ipoteza a fost confirmata partial pentru toti microARN investigati, cu exceptia hsa-
miR-155 iar analiza impactului transcriptional al acestei stari de fapt folosind programul
miRWalk releva (deloc surprinzator) tintirea cu precadere a cailor de semnalizare implicate in
cancer.

Rezultatele obtinute in cursul experimentelor descrise in teza de fatd sunt in
concordanta cu rezultatele studiilor similare publicate international (analiza mutatjilor FLT3 si a
expresiei genice BAALC si WT1 in leucemia acuta mieloida) sau reprezinta noutati absolute la
momentul publicarii (expresia microARN cartati pe cromozomul 21 in celulele canceroase
prostatice).

In lucrarea de fatd am prezentat concis dar cuprinzator metodele matematice si
statistice folosite, programele bioinformatice (NEBcutter 2.0, Primer3, miRWalk), precum si
tehnicile de biochimie si biologie moleculara utilizate (purificarea ADN si ARN din probele
biologice proaspete sau arhivate; electroforeza; amplificare PCR si Real-Time PCR in sisteme
SYBR-Green/TagMan). Insist in a sublinia ca prin imbinarea tehnicii de microdisectie laser
(care permite izolarea precisa, sub microscop, a celulelor/grupurilor de celule de un anumit tip)
si a tehnicii de Real- Time PCR am reusit cuantificarea expresiei microARN cartati pe
cromozomul 21 in celulele adenocarcinomatoase prostatice si (la fel de important) comparatia
cu tesuturile adiacente.



SCOPUL STUDIULUI

In ultimul timp personalizarea actului medical a devenit o orientare prioritara. in acest
context, analiza cat mai completa a caracteristicilor unei boli devine esentiala in vederea
incadrarii intr-un diagnostic corect si a alegerii unei terapii cat mai eficiente.

in cazul cancerului, maladie initiatad si amplificatd de modificari tot mai profunde la
nivelul moleculei de ADN, analiza structurii cat si mai ales al transferului de informatie pe
relatia ADN — ARNm — proteina, devin elemente esentiale in intelegerea fenomenelor de
carcinogeneza.

Studiul de fata isi propune analiza unor markeri moleculari, legati atat de structura
(mutatii genice) cat si de expresie (microARN), markeri reprezentativi pentru perturbarea
unor cai metabolice si de semnalizare celulara cu semnificatie deosebita in carcinogeneza.

OBIECTIVELE STUDIULUI

1. Estimarea in silico a gradului de robustete al metodelor de investigatie
folosite, utilizand ca model de studiu analiza replicarii ADN

2. Identificarea de noi markeri ADN (expresia genei BAALC, expresia genei
WT1, mutatii ale genei FLT3) in leucemia acuta mieloida.

3. Analiza expresiei speciilor de microARN rezidenti pe cromozomul 21 (miR-
Ch21) in probele de tesut glandular si stromal disecate prin tehnica laser
sub microscop (LCM - laser capture micro-dissected) din probe fixate in
formol si incluse in parafina (FFPE - formalin fixed paraffin embedded) de
adenocarcinom de prostata.



1. ESTIMAREA IN SILICO A FIDELITATII DE REPLICARE A
ADN; APARITIA MUTATIILOR PUNCTIFORME

Unele procese biologice, cum ar fi replicarea ADN sau raspunsul imun, prezinta o
serie de similitudini cu mecanismele de baza ale functionarii sistemelor automatizate.
Urmarea acestei observatii a fost introducerea termenului de robustete biologica si astfel a
fost recunoscuta relevanta aplicarii metodelor de analiza a fiabilitatii sistemelor automatizate
la astfel de procese biologice. Prezentam aici o incercare de abordare a unui asemenea tip
de analiza pentru mutatii punctiforme in replicarea ADN la E. coli, fara a tine cont de
corectiile postreplicare operate de mecanismele de reparare a ADN-ului (mismatch repair).

Vitezele proceselor enzimatice si mecanochimice corecte si eronate sunt luate in
considerare pentru calculul probabilitatilor de includere primara falsa a deoxinucleotidelor in
lanturile ADN in crestere cét si pentru verificarea defectuoasa a nou-formatelor perechi de
baze de catre complexul ADN - polimerazei. Probabilitatea de a nu exista inseriii false in
intregul helix de lungime N intr-o noua catena de ADN corect sintetizata este calculata la
0.63 cu 10° si 102 pentru probabilitétile de includere defectuoasd a unor baze, respectiv
ratd de scidpare si pentru o lungime de 4.6-10° pb a cromozomului tulpinii K12 de E. coli.

REZULTATE

Se introduce urmatoarea notatie a evenimentelor:

A — includerea de catre ADN polimeraza a unui nucleotid gresit in catena
conducatoare sau in catena intarziata.

B - identificarea includerii gresite unui nucleotid si corectarea erorii prin substituirea
nucleotidului fals, folosind activitatea 3' — 5’ exonucleazica a ADN polimerazei.

in acest model, evenimentele posibile sunt notate cu A, complementul (sau contrarul)
lui A notat A, B si complementul lui B notat B . Combinatia celor 4 evenimente poate fi deci
scrisa:

Q={(AnB)U(ANB)U(ANB)U(A NB)} (1)
unde Q reprezinta spatiul evenimentelor.

Se iau in calcul urmatoarele probabilitati considerate a fi cunoscute:

P(A) = p1 — probabilitatea de includere gresita a unui nucleotid.

P(B/A) = p2 — probabilitatea de eroare aparuta la verificarea includerii nucleotidelor n
cursul replicarii, ce se traduce prin absenta substitutiei unui nucleotid gresit
(conditionata de includerea gresita a unui nucleotid).

P(A/B) — probabilitatea de includere gresitda a unui nucleotid Tn cursul substitutiei
(conditionata de substitutie).

P(A/B ) — probabilitatea omiterii substitutiei unor nucleotide gresit inserate (conditionata de
nonsubstitutie).

P(B/A) — probabilitatea substitutiei unui nucleotid corect inserat cu un nucleotid gresit
(conditionata de includerea corecta a unui nucleotid).

P(K/B) — probabilitatea substitutiei unui nucleotid corect inserat tot cu un nucleotid corect
(conditionata de substitutie). Aceasta din urma se presupune a fi foarte scazuta.

Prezentdm in continuare calculul probabilitatii de eroare in cazul probabilitatilor
conditionate. Expresia evenimentului B dupa cum rezulta din relatia (1) este:

B=(AnB)U(A n B) (2)



in acest caz se poate scrie:

P(AB)=P(An B)/P(B)=P(B nA)/P[(AnB)U(A N B)]=

[P(B/A) * P(A)]/[P(B/A) = P(A) + P(B/A) * P(A)] (3)
Toate probabilitatile din relatia (3) au fost deduse din relatiile (1) si (2).

Probabilitatea aparitiei unei mutatjii conditionatd de nonsubstitutie in cromozomul cu
lungimea N, generata de sinteza catenei conducatoarea va fi:

P =P(A/B)= PP, (4)
1-(p, +p, —2p,p,)

Probabilitatea ca aceasta mutatie sa nu apara este 1-Pp1 iar probabilitatea de a nu
avea o mutatie in oricare pozitie este (1- Pmq)". Tn fine, probabilitatea de a avea cel putin o
mutatie in intreaga catena conducatoare este:

Py, =1-0- Pml)N )]

Daca lungimea cromozomului este de N perechi de baze si aceasta se imparte in m
fragmente Okazaki (N=nm), atunci probabilitatea de aparitie a unei mutatii in catena
intarziata este:

P, =n(l-p)"" *P,m(1—p,)" ™" (6)

Relatia (6) se obtine ludnd in considerare cazul in care o mutatie apare intr-un
fragment Okazaki cu n perechi de nucleotide si nu apare in celelalte m-1 fragmente, fiecare
din ele avind lungimea n.

Probabilitatea de aparitie a unei mutatii in urma sintezei ambelor catene de ADN va
fi:

Py = 2PM1+ _P1\2/11 (7)

CONCLUZII

Pentru valori tipice ale probabilitatii de falsa insertie p;=10~ si ale ratei de scapare
p.=102, probabilitatea de a avea cel putin o mutatie pe intreaga lungime N = 4.6-10° pb a
cromozomului tulpinii K12 de E. coli este P, =0.37. In consecinta, probabilitatea de a nu

avea nici o mutatie in intregul cromozom va fi de 0.63.

in cazul E. coli, fragmentele Okazaki au o lungime cuprinsa intre 1000 si 2000 de
nucleotide. Considerindu-l pe n = 1000 in relatia (6), probabilitatea aparitiei unei singure
mutatii in catena intarziata este de 107.

in viitor, pe mé&surd ce procesele biologice vor fi din ce in ce mai bine intelese,
valabilitatea si utilitatea aplicarii acestor modele de analiza a fiabilitati va devein tot mai
evidenta. Rezultatele unor asemenea analize pot arata daca mecanismul de functionare
propus pentru un anume proces biologic prezinta suficienta robustefe (o probabilitate de
eroare suficient de mica) pentru a putea sa asigure buna functionare atat a procesului
respective, cat i a intregului organism.

in ceea ce priveste replicarea ADN, o anumita ratd de eroare este necesara, pentru a
asigura aparitia mutatiilor benefice. De asemenea, o rata foarte scazuta de aparitie a
mutatiilor nu produce un beneficiu real din cauza costurilor energetice ridicate, necesare
cresterii nivelului de expresie a enzimelor de reparare a ADN.



2. DETERMINAREA MARKERILOR GENETICI DE
STRUCTURA A ADN (MUTATIILE GENEI FLT3 iN
LEUCEMIA ACUTA MIELOIDA) S| DE EXPRESIE GENICA
IN CANCER (EXPRESIA GENELOR BAALC SI WT1iN
LEUCEMIA ACUTA MIELOIDA)

Aproximativ jumatate din pacientii adulti cu LAM, cu varsta mai mica 60 de ani,
prezinta un tablou citogenetic normal. Cu toate ca acest grup are un prognostic intermediar,
mai putin de jumatate dintre acestia sunt supravietuitori pe termen lung. Acesta fapt a
condus la necesitatea investigarii unei varietati mai mari de markeri moleculari pentru a
imbunatati caracterizarea profilului de risc al pacientilor cu LAM si tablou citogenetic normal.
Prezentam in continuare trei dintre acesti markeri moleculari:

1. BAALC (Brain and acute leukemia, cytoplasmic) este o gena implicata in
hematopoieza normala iar proteina codificata de aceasta este exprimata aproape exclusiv in
tesuturi derivate din neuroectoderm, celule progenitoare hematopoietice si in unele leucemii
acute. Gena este localizata pe cromozomul 8q22.3 iar secventa proteinei nu a aratat nici o
omologie cu orice alte proteine sau domenii functionale cunoscute. in hematopoieza,
BAALC se exprima aberant intr-un subgrup de leucemii acute si supraexpresia BAALC sa
dovedit a fi un factor de risc negativ la pacientii cu LAM nou diagnosticati cu citogenetica
normala.

2. WT1 (Wilms' tumor gene) codifica o proteina cu structura de tip “deget de zinc”.
A fost identificata iniial ca o gena implicata in predispozitia genetica la o forma de cancer
renal (tumora Wilms) ce apare de regula in copilarie. WT1 pare a fi utila ca marker molecular
la pacientii cu LAM in special pentru monitorizarea bolii minime reziduale. Expresia genei
WT1 in celulele leucemice este mai mare decéat in maduva osoasa normala sau in celulele
sanguine periferice.

3. FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3), cunoscuta si ca FLK-2 (fetal liver kinase-2)
sau STK-1 (human stem cell kinase-1) ar putea fi cea mai frecventa gena unica mutanta in
LAM. Ea a fost clonata din celule stem hematopoietice CD34+ si codeaza un receptor de
tirozin kinaza tip Il similar cu alti membri ai familiei de receptori de tirozin kinaza clasa llI
(RTKII) cum ar fi FMS, PDGFR (platelet derived growth factor receptor) si KIT.

Cele mai frecvente sunt mutatile ITD (internal tandem duplication) si D835
(substitutia Asp835Tyr).

REZULTATE

Mutatiile de tip ITD ale FLT3 au fost analizate folosind primerii 11F si 12R conceputi
pentru a amplifica exonii 11 gi 12 ai genei. Profilul genic de tip normal (wild-type) genereaza
fragmente de ADN de 330 pb vizibil pe gel — electroforeza sub forma unei singure benzi in
timp ce mutatiile ITD generaza produsi PCR de dimensiuni mai mari.

Mutatia D835 a fost detectata folosind primeri D835F si D835R. Fragmentul wild-type
(cel care nu contine mutatia) contine un situs de restrictie pentru enzima EcoRYV, in timp ce
prezenta mutatiei anuleaza situsul de restrictie. In plus, primerul antisens (D835R) contine
inca un situs de restrictie ECoRV (de control), in scopul de a verifica activitatea enzimei de
restrictie. Astfel, daca enzima este inactiva (nu digera), se va obtine produsul PCR complet
nedigerat (un singur fragment de 150 pb ).

In mod normal ins& enzima este activa (digera), caz in care produsul PCR wild-type va
genera un mic fragment de 80 pb, Tn timp ce mutatia D835 care desfiinteaza situsul de
restrictie EcCoRV, va genera un fragment de 129 pb.



Pentru experimentul de real time PCR datele ob{inute pentru BAALC si WT1 au fost
comparate prin raportare la nivelul de expresie al unei gene de referinta denumita si
housekeeping gene (despre a carei nivel de expresie se stie ca nu se modifica in LAM)
GPDH.

Astfel, la proba 3, pentru gena BAALC, folosind formula de calcul AACT s-a obtinut o
subexpresie de 21 de ori (adica nivelul de expresie pentru gena BAALC este de 21 de ori
mai mic decéat cel normal, raportat la GPDH - housekeeping gene) iar pentru proba 6,
aceeasi gena, o subexpresie de 5 ori. Supraexpresia genei BAALC este recunoscuta ca fiind
unul din cei mai importanti factori de risc in LAM, asociat cu reducerea duratei de
supravietuire.

Pentru gena WT1 la proba 2 s-a obtinut o supraexpresie de 32 de ori.

DISCUTII

Pentru acesti pacienti cu profil citogenetic normal este extrem de utila identificarea
unor noi markeri moleculari, care sa permita o mai buna evaluare a gradului de risc si
conceperea unor scheme terapeutice adaptate acestuia.

Supraexpresia genei BAALC este recunoscuta ca fiind unul din cei mai importanti
factori de risc in LAM, asociat cu reducerea duratei de supravietuire.

ADN-ul a fost extras din sangele periferic integral al pacientilor cu LAM, acesta
contindnd un amestec de celule normale si celule leucemice. Mutatiile FLT3 (ITD si D835),
la cazurile la care au fost prezente, au fost vizibile pe gel-electroforeza impreuna cu
fragmentele wild-type (fara mutatii). Mai mult decat atat, s-a constatat ca exista posibilitatea
ca mutatia ITD sa produca un nou situs de restrictie pentru enzima EcoRV. Aparitia acestui
fenomen, desi destul de putin probabila, poate genera produsi de digestie EcoRV de
dimensiuni mai mici.

CONCLUZII

in acest studiu restrans pe pacienti cu LAM care prezintd un cariotip normal, am
identificat o supraexpresie modesta a genei BAALC in proba cu numarul 5 si o
supraexpresie puternica a genei WT1 (de 33 de ori) in proba cu numarul 2.

Am gasit de asemenea subexpresia genei BAALC in proba cu numarul 3 si
supraexpresii modeste ale genei WT1 in probele 3, 4, 5 si 6. Mutatii ale genei FLT3 au fost
identificate in doua probe cu LAM (o proba cu ITD si o proba cu D835).
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3. DETERMINAREA MARKERILOR EPIGENETICI iN
CANCER; EXPRESIA MICROARN iN TESUT PARAFINAT
DE CANCER DE PROSTATA. STUDIU PILOT ASUPRA
EXPRESIEI MICROARN REZIDENTI PE CROMOZOMUL
21 IN PROBE DE CANCER DE PROSTATA
MICRODISECATE

In ciuda progreselor remarcabile aparute in intelegerea mecanismelor moleculare ale
patogenezei sale, cancerul de prostata ramane unul dintre cele mai letale tipuri de cancer.

Diferentele in incidenta cancerului de prostata observate intre tarile Scandinave,
Japonia si China pe de o parte si tarile Europei de Vest pe de alta parte, sustin existenta
unui mecanism patogenetic multifactorial, care implica mecanisme genetice si factori de
mediu.

Extraordinarul efort de cercetare al ultimelor decenii a adaugat un nou nivel,
epigenetic, adaugand prin aceasta o si mai mare complexitate la imagininea deja complexa
a patogenezei cancerului de prostata. Printre multe altele un fapt interesant si demn de
semnalat este acela ca pacientji cu sindrom Down par a fi protejati impotriva dezvoltarii
tumorilor solide, mecanisme care par sa implice DSCR1 (Down syndrome critical region
gene 1), o gena care inhiba angiogeneza prin inhibarea caii de semnalizare legate de VEGF
(factorul de crestere vasculara si endoteliala).

Experimentele in vivo si ex vivo au identificat mai multe cai de semnalizare implicate
in dezvoltarea cancerului de prostata, incluzand calea receptorilor androgeni (AR), caile
PIBK/AKT si MAPK, TGFf si Wnt.

Cel putin una dintre aceste cai actioneaza prin modularea expresiei microARN,
molecule de ARN de mici dimensiuni (20-25 de nucleotide), non-codante, capabile sa
moduleze expresia genelor la mamifere prin alterarea stabilitati moleculelor de ARN
mesager (ARNm) tinta.

MicroARN ies in evidenta in cercetarea patogenezei cancerului de prostata datorita
versatilitatii lor functionale si a stabilitatii lor remarcabile in tesuturi proaspete sau arhivate
sau in lichide biologice.

Analiza probelor de tesut fixate in formol si incluse in parafina a identificat mai multe
molecule de microARN posibil asociate biologiei tumorale prostatice. De cele mai multe ori
s-a observat diminuarea expresiei unor microARN (de exemplu, hsa-miR-143, hsa-miR-
145), in timp ce cresterea expresiei este un fenomen mult mai rar intalnit (hsa-let-7c, hsa-
miR-221, hsa-miR-182-5p etc.).

Mai mult, microARN circulanti precum hsa-miR-141, hsa-miR-200b sau hsa-mir-375
au fost propusi ca potentiali biomarkeri pentru diagnosticul non-invaziv al cancerului de
prostata.

In acest context, una dintre cele mai interesante intrebari care se ridici este daca
protectia impotriva tumorilor solide la pacientii cu sindromul Down se asociaza cu o
schimbare in tipurile de microARN de expresie rezidenti pe cromozomul 21 (miR-Ch21):
hsa-let7c, hsa-miR-125b-2, hsa-miR-155, hsa-miR-802, hsa-miR-99a.

In acest studiu am folosit tehnica de Real-Time PCR (PCR cantitativ) pentru a
investiga expresia speciilor de microARN rezidenti pe cromozomul 21 (miR-Ch21) in probele
de tesut glandular si stromal disecate prin tehnica laser sub microscop (LCM - laser capture
micro-dissected) din probe fixate in formol si incluse in parafina (FFPE - formalin fixed
paraffin embedded) de adenocarcinom de prostata. Am comparat expresia miR-Ch21 cu cea
a doi dintre microARN caracteristici celulelor stem cunoscuti a fi asociati cu biologia
cancerului de prostata, respectiv hsa-miR-372 si hsa-miR-373.

11



REZULTATE $I DISCUTII

Dupa optimizarea duratei si intensitatii impulsului laser, am colectat de pe fiecare
lama, in triplicat, patru tipuri de tesut: glande tumorale (T), glande normale (N), stroma
peritumorala (SPT) si stroma normalad (SN). De notat, SPT a fost recoltatd din imediata
apropiere a glandelor maligne, in timp ce SN a fost recoltata din zone aflate la distanta de
zona tumorala maligna.

Analiza gRT-PCR a probelor prelevate de la trei specimene diferite de
adenocarcinom de prostatd prezinta o puternica diminuare a expresiei miR-CH21 in
tesuturile tumorale comparativ cu glandele normale, cu valori variind de la 0,14 (hsa-miR-
99a) la 0,58 (hsa-miR-802). Acest lucru este in conformitate cu unele dintre datele publicate
anterior si ar putea explica, printre altele, cresterea PSA care insofeste majoritatea
cancerelor de prostata. Modificarea expresiei miR-Ch21 in SPT fatd de SN este similara
celei vazute in comparatia T versus N, cu valori cuprinse intre 0,04 (hsa-miR-99a) si 0,57
(hsa-miR-802). Rezultatele obtinute aratd o impresionanta diminuare a expresiei tuturor
miR-Ch21 atat in epiteliul tumoral cat si la nivelul stromei din imediata vecinatate.

Asa cum era de asteptat, epiteliul tumoral prezinta un nivel al expresiei (cu exceptia
hsa-miR-155, fold change = 1) miR-Ch21 mai ridicat comparativ cu stroma din jur. in mod
neasteptat insa, atunci cand am comparat expresia miR-Ch21 in epiteliul glandular normal
cu stroma adiacenta acestuia, hsa-miR-155 si hsa-miR-99a sunt subexprimati, in timp ce
hsa-miR-125b-2 si hsa-miR-802 sunt supraexprimat;.

Pentru a putea intelege implicatiile biologice ale acestor modificari, am efectuat o
analiza miRWalk si am constatat ca din cele 22 de cai de semnalizare presupuse a fi
influentate de cel putin doi din microARN miR-Ch21 (la p<0,05, corectie Bonferroni) 14
(63,63%) se refera la cancer in mod direct sau prin intermediul unei cai de semnalizare.

Rezultatele obtinute sunt interesante, deoarece arunca o noua lumina asupra rolului
acestui set de microARN in cancerul de prostata in special, dar si in cancer in general.

Pentru a investiga in continuare daca modificarea nivelurilor microRNA in tesutul tumoral
si peritumoral este specifica pentru miR- Ch21, am ales sa extindem analiza noastra si sa
cuantificam expresia hsa-miR-372 si hsa-miR-373, doi microARN cunoscuti ca fiind implicati in
biologia cancerului de prostatd si in modularea proliferarii si pluripotentei celulelor stem la
eutherieni.

Analiza expresiei acestora in epitelile tumorale fata de epitelile normale prezinta rezultate
divergente, cu o impresionanta crestere a expresiei hsa-miR-373 (de peste 200 de ori), in timp ce
expresia hsa-miR-372 este scazuta de 100 de ori.

Interesant de remarcat este insa faptul ca nu s-au gasit diferente semnificative in expresia
celor doi microARN atunci cand am facut comparatia intre epiteliul tumoral si stroma peritumorala,
posibil datorita unui mecanism general, comun de reglare a expresiei in cele doua tesuturi.

CONCLuUzII

Datele noastre indica o puternica inhibifie a expresiei hsa-let-7c, un microRNA
cunoscut ca modulator al receptorului de androgeni prin modularea myc, ridicaAnd semne de
intrebare cu privire la posibila implicare a acestuia in rezistenta la androgeni.

Rezultatele noastre care ilustreaza o diminuare semnificativa a expresiei hsa - miR -
155 atat in epiteliul tumoral cét si in stroma adiacenta la micro-disectia cu laser (fold change
0,22 si respectiv 0,12 ) sunt in contradictie cu opinia generala care include hsa-miR-155 in
asa-numita semnatura miRNA a cancerelor solide.

In afara de aceste doua tipuri de microARN, studiul nostru avanseaza un nou miR-
ch21 ca fiind specific subexprimat in epiteliul prostatic modificat malign: hsa-miR-802.

Scaderea generalizata, cu specificitate de tesut (T versus SPT), a expresiei miR-
ch21 sugereaza ca acesti microARN sunt mai degraba sintetizati in epiteliul glandular
proliferativ decat in stroma adiacenta.
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In concluzie, diminuarea global& a expresiei miR-ch21 descrisa in analiza noastrd nu
deschide doar o noua cale de cercetare a bazei moleculare a “protectiei” conferite de
sindromul Down fatad de aparitia si dezvoltarea tumorilor solide, dar, mai ales, ridica mai
multe semne de intrebare: care sunt mecanismele care stau la baza acestei diminuari a
expresiei miR-ch21? Este acest fenomen specific cancerului de prostata? Care sunt
principalele tinte moleculare (colective) ale miR-ch21?

Analiza noastra miRWalk ofera cateva indicii in acest sens, caile de semnalizare tinta
vizate fiind Wnt, IGF (Insulin Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) si
EGF (Epidermal Growth Factor).

Rezultatele obfinute din probe LCM FFPE selectate cu mare atentie prezintd o
imagine noué a expresiei si a posibilei implicari a miR-ch21 in cancerul de prostata. in acest
context, consideram ca o reevaluare sistematica a expresiei microRNA prin combinarea
tehnicilor LCM FFPE si gqRT-PCR va putea solutiona multe din controversele care exista
actualmente pe aceasta tema.

CONCLUZII GENERALE

1. Lucrarea de fatd are drept scop analiza unor markeri moleculari legati atat de
structura (mutatii genice) cat si de expresie (microARN), markeri reprezentativi
pentru perturbarea unor cai metabolice si de semnalizare celulara cu semnificatie
deosebita in carcinogeneza.

2. Investigatile in cazul LAM au relevat ca la momentul diagnosticului, aproximativ
jumatate din pacientji adulti cu LAM nu prezinta aberatii cromozomiale clonale. Cu
toate ca acest grup de pacienti are un prognostic intermediar, mai putin de jumatate
dintre acestia sunt supravietuitori de lunga durata. Pentru acesti pacienti cu profil
citogenetic normal este extrem de utila identificarea unor noi markeri moleculari, de
exemplu expresia genelor BAALC si WT1 sau mutatii la nivelul genei FTL3, care sa
permitd o mai buna evaluare a gradului de risc si conceperea unor scheme
terapeutice adaptate acestuia. Supraexpresia genei BAALC este recunoscuta ca fiind
unul din cei mai importanti factori de risc in LAM, asociat cu reducerea duratei de
supravietuire. In acest studiu restrans pe pacienti cu LAM care prezintd un cariotip
normal, am identificat o modesta supraexpresie a genei BAALC in proba cu numarul
5 si o puternica supraexpresie a genei WT1 (de 33 de ori) in proba cu numarul 2. Am
gasit de asemenea subexpresia genei BAALC in proba cu numarul 3 si supraexpresii
modeste ale genei WT1 in probele 3, 4, 5 si 6. Mutaiii ale genei FLT3 au fost
identificate in doua probe cu LAM (o proba cu ITD si o proba cu D835).

3. Investigatiile in cazul cancerului de prostata au avut drept obiectiv expresia speciilor
de microARN rezidenti pe cromozomul 21 (miR-Ch21) in probele de tesut glandular
si stromal disecate prin tehnica laser sub microscop (LCM - laser capture micro-
dissected) din probe fixate in formol si incluse in parafina (FFPE - formalin fixed
paraffin embedded) de adenocarcinom de prostatda. Am comparat expresia miR-
Ch21 cu cea a doi dintre microARN caracteristici celulelor stem cunoscuti a fi asociati
cu biologia cancerului de prostata, respectiv hsa-miR-372 si hsa-miR-373. Datele
noastre indica o puternica inhibitie a expresiei hsa-let-7c, un microRNA cunoscut ca
modulator al receptorului de androgeni prin modularea myc, ridicand semne de
intrebare cu privire la posibila implicare a acestuia in rezistenta la androgeni.
Rezultatele noastre care ilustreaza o diminuare semnificativa a expresiei hSA - miR -
155 atat in epiteliul tumoral cat si in stroma adiacenta la micro-disectia cu laser (fold
change 0,22 si respectiv 0,12 ) sunt in contradictie cu opinia generala care include
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hsa-miR-155 in asa-numita semn&turd miRNA a cancerelor solide in afara de aceste
doua tipuri de microARN, studiul nostru avanseaza un nou miR-ch21 ca fiind specific
subexprimat in epiteliul prostatic modificat malign: hsa-miR-802.

Scaderea generalizata, cu specificitate de tesut (T versus SPT), a expresiei miR-
ch21 sugereaza ca acesti microARN sunt mai degraba sintetizati in epiteliul
glandular proliferativ decéat in stroma adiacenta.

Diminuarea globala a expresiei miR-ch21 descrisa in analiza noastra nu deschide
doar o noua cale de cercetare a bazei moleculare a “protectiei” conferite de
sindromul Down fata de aparitia si dezvoltarea tumorilor solide, dar, mai ales, ridica
mai multe semne de intrebare: care sunt mecanismele care stau la baza acestei
diminuari a expresiei miR-ch217? Este acest fenomen specific cancerului de prostata?
Care sunt principalele tinte moleculare (colective) ale miR-ch21? Analiza noastra
miRWalk ofera cateva indicii in acest sens, caile de semnalizare {inta vizate fiind
Whnt, IGF (Insulin Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) si EGF
(Epidermal Growth Factor).

Rezultatele noastre, obtinute din probe LCM FFPE selectate cu mare atentie,
prezinta o imagine noua a expresiei si a posibilei implicari a miR-ch21 in cancerul de
prostatd. In acest context, consideram cd o reevaluare sistematicd a expresiei
microRNA prin combinarea tehnicilor LCM FFPE si qRT-PCR va putea solutiona
multe din controversele care exista actualmente pe aceasta tema.

In cazul estimérii in silico a fidelititi de replicare ADN, analizd importantd in
evaluarea impactului frecventei mutatiilor in procesul de replicare al ADN, s-a
constatat ca o anumita ratd de eroare este necesara, pentru a asigura aparitia
mutatiilor benefice. De asemenea, o rata foarte scazuta de aparitie a mutatiilor nu
produce un beneficiu real din cauza costurilor energetice ridicate, necesare cresterii
nivelului de expresie a enzimelor de reparare a ADN.
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