STIINTE MEDICALE

PROCEDEE DE MONITORIZARE IN SITU
A METILARII GENELOR IN PREDICTIA
CANCERULUI (REVISTA LITERATURII)

Doctor in stiinte biologice Victor POPESCU
E-mail: victor.popescu@usmf.md

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9881-4245

Doctorand Mariana JIAN

E-mail: mariana.jian@usmf.md

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9352-5866

Doctorand Tatiana MALCOVA

E-mail: tatiana.malcova@usmf.md

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2470-5211

https://doi.org/10.52673/18570461.21.2-61.07
CZU:575.1.085:616-006.6

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”

PROCEDURES FORIN SITU MONITORING OF GENE METHYLATION IN CANCER PREDICTION (Literature Review)
Summary. The purpose of this article is to synthesize data from the specialty literature on the best performing
procedures for the in situ detection and monitoring of the phenomenon of gene methylation, to analyze the protocol
for the realization of the whole mount MeFISH technology and to review the human genes that are characterized by

methylation in cancer.
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Rezumat. Scopul acestui articol consta in sinteza datelor din literatura de specialitate privind cele mai performante
procedee de detectie si monitorizare in situ a fenomenului metilarii genelor, analiza protocolului de realizare a tehnolo-
giei whole mount MeFISH si trecerea in revista a genelor umane care se caracterizeaza prin metilare in cancer.

Cuvinte-cheie: whole mount MeFISH, metilarea ADN in vivo, metilarea ADN in vitro, predictia in prognosticul

cancerului.

INTRODUCERE

Pentru prognozarea riscului de dezvoltare a bolilor
cronice, in general, si a cancerului, in special, este nevo-
ie de a lua in considerare toti factorii care cauzeaza pa-
tologia respectiva, precum si de a identifica momentul
in care acestia incep sé actioneze nefavorabil.

Se cunoaste cd atit in cazul cancerului, cat si al
majoritatii altor boli cronice, la baza declansarii ma-
ladiilor stau in primul rand factorii genetici si cei de
mediu. Factorii de mediu si influenta acestora asupra
proceselor metabolice sunt studiati de catre specialisti
din diverse domenii, mai putin de catre geneticieni. In
ultimii zece ani, in medicind devine tot mai evident ca
rolul factorilor de mediu in mentinerea sanatatii uma-
ne urmeaza sa fie analizat in concordanta atat cu pa-
rametrii proceselor metabolice pe care le declanseaza
sau le influenteaza, cat si cu factorii genetici care diri-
jeaza informational decurgerea acestora [1; 2; 3; 4; 5].

In ceea ce priveste factorii genetici, acestia au un
sir de particularitati: 1) sunt prezenti in celule din pri-

ma zi de existentd a embrionului; 2) sunt, de regula,
nemodificabili pe parcursul vietii; 3) sunt interdepen-
denti, functionand ca genom integru. Desi, dupa cum
am mentionat, factorii genetici sunt nemodificabili pe
parcursul vietii organismului, aceasta se refera doar la
structura genelor si a ADN-ului (acid dezoxiribonu-
cleic) neinformational. Totodatd, este important de
luat in calcul si interactiunea ADN-ului cu toate mole-
culele reglatoare ale functiilor genelor [1; 5; 6].

Dintre toate fenomenele epigenetice, cel mai bine
studiat este fenomenul metilirii ADN. In urma me-
tilarii, inclusiv sub actiunea unor factori fizici sau
chimici asupra organismului uman, la moleculele
de ADN din anumite celule se leagd grupari chimice
metil (in special, la nivelul citozinei din cadrul sec-
ventelor CpG) care le modificd nu doar chimic, ci si
functional-genetic, iar, odata cu aceasta, schimba
functionalitatea unei sau mai multor celule sau, chiar,
a organelor [2; 3;4; 5]. Exista date care atestd activa-
rea si inactivarea anumitor gene, in cazul metilarii sau
demetilarii secventelor ADN, la nivelul promotorilor
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genici [5; 6]. Acest lucru este primordial atunci cand
ne propunem sa prognozam dezvoltarea unei boli care
are substrat genetic, de exemplu cancerul.

Epigenetica (in particular, fenomenul metildrii
ADN) explica inactivarea, intr-un moment anumit, a
unei gene, care este necesard pentru decurgerea norma-
14 a unei functii celulare sau a unui organ uman. In acest
caz, chiar dacd gena are secventa intactd, odatd ce ea se
inactiveaza organismul pierde o functie. Asa se explica
faptul ca structura genelor si starea lor functionala sunt
doua parti indispensabile ale unei si aceleiasi analize a
geneticianului care se ocupa de prognozarea riscului
de dezvoltare a bolilor conditionate genetic. Totodata,
statusul metilarii ADN este unul dintre markerii care
fac parte, de reguld, din categoria factorilor modificabili
(in mod reversibil) pe parcursul vietii, dar acesti mar-
keri se mostenesc impreuna cu ADN-ul de-a lungul ge-
neratiilor. Prin urmare, trebuie sd avem in vedere faptul
ca, datorita metilarii reversibile a ADN-ului, unele gene
pot fi considerate in categoria factorilor modificabili pe
parcursul vietii, expresia fiecdreia dintre aceste gene fi-
ind dependentd de anumiti factori de mediu [1; 5; 6].

Descifrarea posibilitatilor de modulare, inclusiv
dezvoltarea procedeelor de detectie si monitorizare a
metildrii ADN la nivel de o celula ar aduce solutii in-
terventionale terapeutice la o etapa timpurie in pato-
geneza bolii si ar permite prevenirea multor afectiuni
sau complicatiilor acestora, pe baza statusului epige-
netic al celulelor subiectilor investigati.

SCURT ISTORIC

In anul 2007, grupul de cercetitori condus de
K. Tanaka [7] a elaborat o metoda de laborator capabi-
14 s deceleze secventele specifice de ADN care contin
citozina metilatd. Aceastd metoda consta in formarea
complexelor intre sonda moleculard si catena ADN-
usui studiat, prin intermediul atomilor de osmiu. Son-
dele date au primit denumirea de ICON (interstrand
complexes formed by osmium and nucleic acids). Tot in
baza utilizarii sondelor moleculare ICON, in anul 2007
grupul de cercetatori condus de Y. Li a publicat [8] o
metodd, numitd MeFISH (methylation-specific fluores-
cence in situ hybridization), pentru detectia metildrii
secventelor specifice de ADN in celule individuale. Cu
ajutorul acestei metode, cercetatorii au reusit sa vizuali-
zeze profilul metilarii ADN in preparate histologice, la
nivelul cromozomilor si al secventelor de ADN satelit.

Din cauza ci solutiile hipotonice si fixarea in me-
tanol/acid acetic provoaca degradarea structurilor nu-
cleare ale celulelor de investigat, in anul 2014 H. Shiu-
ra si coautorii [9] au modificat protocolul MeFISH si
au elaborat procedeul whole mount MeFISH care oferd
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posibilitatea de a monitoriza prezenta gruparilor chi-
mice metil la nivelul ADN-ului celulelor individua-
le integre. Dat fiind faptul cd sondele ICON se leagd
specific de secventele ADN, care contin 5 mC sau
5 hmC, ele pot fi utilizate si in reactiile de amplificare
PCR (polymerase chain reaction) cantitative, pentru
studierea insulitelor dinucleotidice CpG (citozind -
rest acid ortofosforic — guanind) in cadrul unei si
aceleiasi catene a moleculei de ADN.

EXEMPLU AL UNUI PROTOCOL
DE OPERARE MeFISH (CU SUGESTII
INTERVENTIONALE INEDITE)

In calitate de exemplu al unui protocol de opera-
re MeFISH putem face referire la cel realizat de catre
grupul de cercetdtori condus de H. Shiura [9]. Totusi,
in opinia noastrd, la unele etape (notificate) de pro-
cesare fizico-chimicé a biomoleculelor sau tesuturilor
biologice ar fi binevenita aplicarea unor proceduri de
control al calitdtii, post-tratare, care ne-ar asigura de
stabilitatea complexelor moleculare rezultate si speci-
ficitatea maximum posibild a hibridizérilor molecula-
re, de care depinde, direct, tabloul vizualizat/inregis-
trat la microscop si, in final, valabilitatea rezultatelor
investigatiei.

Conform autorilor [9], pentru a realiza tehnica
whole mount MeFISH este necesara, mai intdi, alege-
rea sondelor moleculare de hibridizare cu secventa co-
respunzétoare situs-ului de investigat in specimenele
ADN-ului, dar care contin cate un derivat bipiridinic
al adeninei, incorporat. Sonda moleculara ICON con-
tine un derivat al adeninei de care este legat un com-
plex bipiridinic, sonda avind afinitate mult mai inaltd
cu 5-metilcitozina (5 mC) si 5-hidroximetilcitozina (5
hmC) in comparatie cu citozina nemetilatd/nehidro-
xilata. Sondele sunt marcate cu biotina (molecula care
are afinitate cu avidina sau streptavidina, formand
complexe moleculare foarte stabile), utilizaindu-se re-
agentul biotinamidohexanoil-6-acid aminohexanoic
N-hidroxisuccinimida. Inainte de a fi supuse reactiei
de hibridizare, moleculele ADN de investigat sunt
tratate cu osmiu [7; 9; 10]%

Dat fiind faptul cd profilurile metilarii molecule-
lor de ADN sunt specifice pentru diferite tesuturi ale
organismului, dar si-s variabile in timp, pentru studi-
ere se aleg tesuturile biologice care corespund acestor
doua criterii.

! Sugeram necesitatea verificarii incorporarii suficiente a
atomilor de osmiu (control pozitiv-cantitativ) in moleculele
ADN de investigat, deoarece de acest parametru depinde,
direct, stabilitatea ulterioard a complexelor moleculare re-
zultate.
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Figura 1. Etapele de procesare a celulelor somatice umane pentru vizualizarea in situ (coloana II)
a metildrii specifice a genelor, cu ajutorul microscopului (adaptata dupa Shiura H. et al., 2014 [9]).

Conform metodei elaborate de H. Shiura si coauto-
rii [9], la inceput se realizeaza permeabilizarea celulelor
de investigat, pentru a asigura accesul sondelor molecu-
lare ICON catre nucleele acestor celule. Conditiile pen-
tru permeabilizare se stabilesc empiric. Drept exemplu
de agent pentru permeabilizare poate servi solutia de
0,5 % Triton X-100 in PBS (phosphate buffered saline),
in care celulele se incubeaza timp de 2-15 min pe ghea-
ta. Dupd permeabilizare celulele sunt supuse fixarii in
solutie de 4 % paraformaldehidi in PBS, ce contine 0,1
% Triton X-100 (PBST), timp de 10 min, la temperatura
de 25 °C. Ulterior, celulele se spala de trei ori in PBST, 5
min, la temperatura camerei. Pentru anumite tesuturi,
se cere o permeabilizare suplimentard, cu solutie de 10
mg/ml Proteinazd K in PBST, 5 min, la 37 °C, dupa care
celulele sunt supuse fixdrii suplimentare cu solutie de 4
% paraformaldehida in PBST, 15 min.

Celulele se incubeaza in solutie 2xSSC (saline-so-
dium citrate) cu adaos de 0,1 % Triton X-100, 10 min,
2xSSC si solutie 25 % formamida cu adaos de 0,1 % Tri-
ton X-100, 10 min, 2xSSC si solutie 50 % formamida,
cuadaos de 0,1 % Triton X-100, 10 min, in doua reprize.

La etapa urmatoare, celulele sunt supuse prehibri-
dizérii in solutie pentru hibridizare (2xSSC, 2 mg/ml
BSA (bovine serum albumine), 0,1 % Triton X-100,

50 % formamida), 20 min, apoi celulele sunt plasate
intr-o eprubetd din plastic, de 1,5 ml, care contine
30 pl solutie tampon pentru hibridizare si molecule ale
sondei moleculare de hibridizare ICON (0,1 ng/ul).
Dupa denaturarea ADN-ului genomic la 98 °C, timp
de 5 min, se efectueazd hibridizarea moleculari, pes-
te noapte, la temperatura camerei, la temperatura de
25 °C, dupa care celulele se spala de trei ori in solutie
2xSSC cu adaos de 0,1 % Triton X-100, la temperatura
de 25 °C, 5 min, pentru a indeparta sondele molecu-
lare nehibridizate’. Pentru a asigura legituri chimi-
ce covalente intre moleculele sondelor moleculare si
situs-urile ADN-ului metilate, celulele se incubeaza in
100 pl solutie pentru legarea covalenta (eng. cross-lin-
king), care contine 25 mM K, OsO,x2H,O si solutie
Tris-HCI (100 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA,
2 M NaCl, 0,1 % Triton X-100). Sondele moleculare
care nu au participat in legarea covalentd se indepar-
teazd, prin denaturare, la 80 °C, 15 min, in solutie ce
contine 90 % formamida, 2xSSC, 0,1 % Triton X-100,
urmatd de spilare in PBST. Sondele moleculare, in

* Sugeram verificarea hibridizarii fidele (control pozitiv-ca-
litativ) a sondelor marcate cu moleculele ADN de investigat,
de care depinde, direct, stabilitatea complexelor moleculare
rezultate si valabilitatea rezultatelor investigatiei.
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complex cu biotina, sunt detectate cu ajutorul setului
de reagenti TSA (Tyramide Signal Amplification).
Dupa incubarea celulelor in solutie de 3 % BSA
in PBST, activitatea peroxidazei endogene se atenu-
eazd prin procesare cu solutie 0,6% peroxid de hidro-
gen, 10 min. Dupa cateva spéldri in PBST, celulele se
proceseazd cu complexe streptavidind-HRP (horse-
redish peroxidase) in solutie de 3 % BSA in PBST, 30
min. Apoi, celulele se spala de trei ori in PBST, timp de
5 min la 37 °C, urmand incubarea in solutie de 0,0015
% peroxid de hidrogen, in solutie de tiramidd, marcatd
cu fluorocromi (Alexa Fluor 488 sau Alexa Fluor 546).
Solutia de tiramida, in aceastd aplicatie, reflecta
lumina cu lungime de unda diferitd in comparatie cu
acea utilizatd in imunofluorescentd sau ARN-FISH.
In aceasta aplicatie, celulele se spali de cateva ori in
PBST, iar ADN-ul nuclear se coloreaza cu agentul
TO-PRO-3. Rezultatele se vizualizeaza cu ajutorul
unui microscop confocal, cu fluorescenta (figura 1).

CARTAREA MOLECULARA
PENTRU CARACTERIZAREA
PROFILURILOR METILARII ADN

Pentru a elucida gradul de diferentiere a celule-
lor in culturi in vitro, dar si pentru a preciza dacéd o
populatie de celule, prelevate din organism sau men-

tinute in cultura in vitro sunt omogene din punct de
vedere al diferentierii, a fost propusa si dezvoltata o
metodologie bazata pe cartarea moleculara a ADN-
ului extras si purificat din celulele selectate pentru a fi
studiate. Pentru a realiza cartarea ADN metilat, dupd
etapa de tratare a acidului dezoxiribonucleic cu bisul-
fit de sodiu, se aplicd algoritmul ,,Bismark” (figura 2a)
[11]. Etapele de lucru, pentru acest deziderat, sunt ur-
matoarele:

1. Cartarea pe baza repozitoriului ,,Bismark” si
atribuirea datelor de referinta perechilor nucleotidice
distale din secventele de ADN metilat;

2. Extragerea profilurilor specificate ale ADN me-
tilat;

3. Delimitarea portiunilor de ADN a cate patru
secvente dinucleotidice CpG;

4. Estimarea entropiei variatiilor profilurilor de
ADN metilat, pentru fiecare portiune selectata.

A doua parte a algoritmului reprezentat mai sus
constd in delimitarea portiunilor de ADN, a cate patru
secvente dinucleotidice CpG. Pe baza acestora se cal-
culeazd entropia variatiilor profilurilor metilarii ADN
(figura 2b) [6].

X. Shao si coautorii [6] au reusit sa aplice criteriul
entropiei pentru a estima cantitativ, cu specificitate
inalta, pentru fiecare subset celular, heterogenitatea
profilurilor metildrii ADN (metilomuri) in populatii
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Figura 2a. Algoritmul ,,Bismark” pentru cartarea ADN metilat, la etapa de posttratare cu bisulfit de sodiu
(adaptata dupa Krueger E et al., 2011 [11]).
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Figura 2b. Estimarea entropiei variatiilor profilurilor de ADN metilat (adaptata dupé Shao X. et al., 2014 [6]).

heterogene de celule (amestec), in diferite etape de
cultivare in vitro a acestora, cum sunt: adipocitele di-
ferentiate, celulele stem adult-derivate din adipocite
(ADS - adipose derived stem cells), celulele stem indu-
se-pluripotente umane derivate din ADS (iPSC - hu-
man induced pluripotent stem cells).

In urma acestor cercetiri, autorii mentionati au
ajuns la concluzia cd in regiunea promotorului genic
nivelul variatiilor metilarii este corelat negativ cu ni-
velul expresiei genice sau cd variatia nivelului metild-
rii ADN descreste odatd cu progresarea diferentierii
celulare, dar creste in momentul reprogramarii geno-
mului celular. Totodata, la nivel genomic, heterogeni-
tatea profilurilor metilarii ADN descreste in momen-
tul reprogramarii celulare ADS > iPSC. Genele care se
caracterizeazd doar prin doud stdri distincte ale meti-
larii, cea de metilare profundéd sau metilare absenta,
sunt responsabile, de reguld, de metabolismul hidrati-
lor de carbon sau de cresterea celulara [6].

PROFILURILE METILARII ADN -
BIOMARKERI AI STARILOR
PRECANCEROASE

Tot mai multi autori [2; 3; 4; 5] atribuie metilarea
ADN la biomarkerii implementati, in special in do-
meniul oncologiei sau in deregldrile metabolice, dat
fiind faptul cd profilul metildrii ADN posedi capaci-
tati inalte atat la capitolul stabilirii diagnosticului (in
depistarea precoce), cét si la cel al prognosticului sau
riscului recurentei unor procese maligne, precum si
al predictiei sau stabilirii potentialului organismului
pacientului de a raspunde la un tratament cu anumite
preparate chimio-terapeutice prescrise individual, in
doze precizate si adaptate la starea organismului pa-
cientului (tabel).

Actualmente, sunt cunoscute gene care, pe baza
fenomenului metilarii acestora si valorii lor pentru di-
agnostic, au fost introduse in diverse protocoale clini-

Tabel

Exemple ale genelor umane care se caracterizeaza prin metilare in cancer

Aplicatie Maladia Gena Functia genei la nivel celular
Diagnostic Cancerul VIM Codifica Vimentina, proteina cu rol de suport
colono-rectal al pozitiondrii organitelor celulare
wSEPT9 Codifica Septina-9,
proteina cu rol in formarea pseudopodelor celulare
Cancerul SHOX2 Codifici Homeoboxa Og12X, proteina cu rol in reglarea
la plamani transcriptiei genice
Cancerul GSTP1 Codifica Glutation S-transferaza-P,
la prostata enzima cu rol in detoxifierea celulard
APC Codifica Adenomatous polyposis coli,
proteina cu rol in adeziunea intercelulard
RASSF1 Codifica Ras association domain-containing protein-1,
proteina cu rol in reglarea ciclului celular si repararea ADN
PTGS2 Codifica Prostaglandin-endoperoxid sintaza-2,
enzima cu rol proinflamator
MDRI Codifica Multidrug resistance protein-1, proteina cu rol
in transportul celular transmembranar al diverselor molecule
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Prognostic Cancerul CDKN2A Codifica Cyclin-dependent kinase inhibitor-2A,
la plamani proteina cu rol in reglarea ciclului celular
cu celule CDH13 Codifica Caderina-13, proteina cu rol in receptia si transmiterea
non-small din exteriorul celulei spre interior a semnalelor moleculare
RASSF1 Codifica Ras association domain-containing protein-1, proteina
cu rol in reglarea ciclului celular si repararea ADN
APC Codifica Adenomatous polyposis coli,
proteina cu rol in adeziunea intercelulard
Cancerul RASSF1 Codifica Ras association domain-containing protein-1,
la glanda mamara proteina cu rol in reglarea ciclului celular si repararea ADN
APC Codifica Adenomatous polyposis coli,
proteina cu rol in adeziunea intercelulara
Cancerul la DAPK1 Codifica Death-associated protein kinase-1,
vezica urinara enzima cu rol in medierea apoptozei
Predictie Glioblastom MGMT Codifica O°-metilguanin-ADN-metiltransferaza,
(monito- enzima cu rol antimutagen
rizare in Limfom B cu ce- MGMT Codifica O°-metilguanin-ADN-metiltransferaza,
dinamic3) lule mari, difuze enzima cu rol antimutagen
Sindrom ERa Codifica Estrogen receptor alpha,
mielodisplazic proteina cu rol in reglarea transcriptiei genice
CDH1 Codifica Caderina-1, proteina cu rol in receptia si transmiterea
din exteriorul celulei spre interior a semnalelor moleculare
NOR1 Codifica Neuron-derived orphan receptor-1, proteina
cu rol in reglarea proliferarii, diferentierii celulare si apoptozei
NPM2 Codifica Nucleoplasmina-2, proteina-chaperone
cu rol in reprogramarea celulard
CDH13 Codificd Caderina-13, proteina cu rol in receptia si transmiterea
din exteriorul celulei spre interior a semnalelor moleculare
CDKN2A Codifica Cyclin-dependent kinase inhibitor-2A,
proteina cu rol in reglarea ciclului celular
OLIG2 Codifica Oligodendrocyte transcription factor,
proteina cu rol in reglarea transcriptiei genice
PGRB Codifica Progesterone nuclear receptor, izoforma B,
proteina cu rol in initierea transcriptiei genice
PGRA Codifica Progesterone nuclear receptor, izoforma A,
responsabild de neinitierea (prevenirea) transcriptiei genice
RIL Codifica Reversion-induced LIM protein,
proteina cu rol in reglarea ciclului celular

ce, de exemplu, genele VIM si SEPTY se investigheaza
in situatiile de suspectie in cancerul colono-rectal,
SHOX2 - in cancerul la plaméni, GSTP1 - in cancerul
la prostata [12; 13; 14; 15; 16]. Pragul de hipermetilare
a promotorului genei se considera atins atunci cand
mai mult de 15 % de nucleotide din secventa poli-
nucleotidica a acelui sector genic contine nucleotide
metilate [6]. Daca se ia in investigare doar metilarea
promotorului genei GSTP1, diagnosticul cancerului
la prostatd se stabileste cu o probabilitate de peste
82 % si o specificitate de 95 %, care e determinata si de
reusita alegerii secventei sondei de hibridizare [17].
Pentru a obtine acuratetea si specificitatea de 100 %
in diagnosticul cancerului la prostata, se cere investi-
garea metilarii, in complex, a unui set din cinci gene,
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care sunt adnotate: GSTP1, APC, RASSF1, PTGS2,
MDRI [17].

O altd utilitate a investigarii metilarii ADN este
cea de stratificare a pacientilor, conform potentialului
tumorilor acestora de a raspunde la anumite preparate
sau doze, in cadrul tratamentelor chimio-terapeutice.
Astfel, rezultate bune ale predictiei remisiei cresterii
neoplazice au fost inregistrate la pacientii cu limfom
B cu celule mari, difuze, pe baza profilurilor metild-
rii promotorului genei MGMT [18], in cancerul co-
lono-rectal - profilul genei RASGRF1 [19], in cancerul
la glanda mamara - profiluri ale genelor BRCAI,
DAPK1, RASSF1A [20], in cancerul la cervix -
profiluri ale genelor RAD51L3, XRCC2 [21], in can-
cerul gastric — profilul genei EIF4E [22], in cancerul
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la ficat - profilul genei NKAPL [23], in cancerul la
plamani - profiluri ale genelor RASSF1A, p16INK4a
[24], in cancerul la ovar - profilul genei RASSF1A
[25], in cancerul de pancreas - profilul genei TERT
[26], in cancerul la prostatd — profiluri ale genelor ST-
6GALNAC3, ZNF660 [27].

CONCLUZIE

Analiza si sinteza datelor din literatura de speci-
alitate privind procedeele de monitorizare in situ a
metildrii genelor in predictia cancerului conduce la
concluzia cd metodele de referintd pot fi perfectiona-
te. Noi am adus cateva completdri metodologice care,
dupa parerea noastrd, ar contribui la perfectionarea
tehnologiei date si ar asigura o calitate mai buna a re-
zultatelor obtinute.
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