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INTRODUCERE

Cancerul cavitatii orale alaturi de alte cancere a reprezentat si reprezinta inca una
din marile provocari in medicina.

Cancerul oral cu celule scumoase este tumora care predomina in cadrul cancerelor
orale, apreciata la un procent de 90%, fiind considerata ca cea mai agresiva si raspandita
tumora. Tn pofida progreselor si a achizitiilor privind managementul cancerului scuamo-
celular oral pe baza datelor etio-patogenice s-a estimat ca 45% din pacienti au un prognostic
infaust, datorita posibilitatii de recurenta locala sau metastazarii.

Studiile de genetica moleculara anterioare si actuale incearca sa clarifice
mecanismele care stau la baza procesului malign. Ceea ce este bine demonstrat sunt
concluziile privind mutatia genica, amplificarea genica si restructurarea cromozomiala ca
fiind prezente la majoritatea pacientilor cu cancer oral.

Desi s-au efectuat numeroase cercetari pentru a elucida paternurile moleculare care
intervin in procesul de tranzitie de la epiteliu normal la starea premaligna, apoi la cea de
carcinom oral, unul din domeniile Tnca partial descifrate este cel al modificarilor epigenetice.
Desi modificarile epigenetice au fost legate Tn prezent de initierea si progresia tumorala
orala, acestea au fost doar partial caracterizate.

Vizédnd heterogenitatea etiologica a cancerulul oral SCC si pentru a intelege
mecanismele care stau la baza diferentei privind modelele de metilare specificd mi-am
propus sa studiez rolul fumatului in declansarea procesului tumoral prin identificarea
posibilelor modificari epigenetice la nivel de ADN in celula epiteliala orala care ar putea fi
cauzate de tutun precum si identificarea si evaluarea markerilor epigenetici implicati fin
patologia carcinomului scuamocelular al cavitatii orale (CSCO).

PARTEA GENERALA

1. CANCERUL CAVITATII ORALE

Cancerul cavitatii orale reprezinta aproximativ 85% din cancerul capului si gatului si
este una din cele mai severe afectiuni, avand un prognostic rezervat datorita faptului ca de
cele mai multe ori este depistat in stadiu avansat al bolii ca urmare a lipsei semnelor clinice
in stadiile initiale sau a localizarii in zonele posterioare, putin vizibile, ale cavitatii bucale.

1.1 CONSIDERATII ANATOMO-PATOLOGICE Sl CLINICE

Din totalul cancerelor cavitatii orale 90 % sunt reprezentate de carcinomul
scuamocelular.

Din punct de vedere clinic carcinomul scuamocelular prezinta particularitati diferite
influentate atat de etiologie, localizare cat si de stadiul procesului neoplazic. in stadiile
initiale forma cea mai frecvent intalnita, indiferent de localizare, este cea ulcerativa si de
obicei este de naturd traumatica. In stadii foarte avansate formele sunt in general mixte
avand aspect ulcero-vegetant sau ulcero-proliferativ. in localizarile pe fatd ventrala a limbii si
in planseu, 40% din pacienti prezinta in stadiile initiale afectare limfonodulara, iar in T4 acest
procent merge pana la 90%.

Pe langa acestea o importania deosebita trebuie acordata si modificarilor
morfopatologice din tesutul tumoral. Gradul slab de diferentiere celulara determina cresterea
recidivei si scaderea ratei de supravietuire. Prezenta de alte tipuri celulare la nivelul stromei
tumorale influenteaza dezvoltarea procesului patologic prin actiunea pe care acestea o



exercita asupra celulelor tumorale propriu-zise. Fibroblasti asociati cancerului (CAF)
controleaza initierea, progresia, angiogeneza si metastaza prin interactiunea cu celulele
tumorale cu ajutorul factorilor de crestere tumorala (FCT) , citikinelor sau exozomilor
(ARNm, ADN, proteine si miARN). Limfocitele T induse tumoral si granulocitele sunt
asociate cu cresterea proliferarii tumorale, cu metastaza si cu reducerea ratei de
supravietuire.

1.2 FACTORII ETIOLOGICI IMPLICATI IN PATOGENIA CSC.

1 FACTORI BIOLOGICI
1.1 Virusul papiloma uman ( HPV)

Cele mai frecvent depistate tipuri de virusuri HPV intalnite in cavitatea bucala, atat in
cazul pacientilor sanatosi cat si a celor cu leziuni benigne sau maligne, sunt tipurile
6,11,16,18,31,33,35,52,58.

Infectarea cu HPV a mucoasei orale are ca rezultat localizarea virusului la nivelul
stratului bazal de unde prin intermediul oncoproteinelor virale, in special E6 si E7,
influenteaza proliferarea celulara si sinteza de ADN. Tn cazul tumorilor orale HPV positive se
intalnesc si o serie de aberatii cromozomiale, de tipul amplificarilor, la 3q, 16q, 20q.
Realizarea profilului transcriptional al pacientilor cu CSC la nivelul capului si gatului au
relevat si influenta pe care o are prezenta HPV asupra expresiei miRNA. Pe langa aceste
modificari la pacientii cu CSC HPV pozitiv se intalnesc si modificari ale gradului de metilare
atat la nivelul genomului viral cat si a genomului celular.

n aproximativ 1/3 din cazurile de cancer asociate cu HPV a fost depistaté coinfectia
cu alte virusuri ca Epstein-Barr (EBV), herpex simplex (HSV), cytomegalic ( CMV), virusul
imunodeficientei umane (HIV).

1.2
1.2

1.2.1.2 Herpes virus uman

Virusul herpes uman este o familie de virusuri din care fac parte si virusurile herpes
simplex si Epstein-Barr. Infectarea cu EBV si HSV este foarte intalnita in randul populatiei,
afectand aproximativ 9 din 10 adulfi. Implicarea virusului EBV Tn patogeneza CSC este
contestabila. Rolul coinfectiei virale in procesul tumoral este investigat de Jiang et. al (2015)
intr-un studiu in vitro pe linii celulare. Rezultatul studiului sugereaza implicarea coinfectiei
HPV/EBYV in cresterea gradului de invazivitate, nu de proliferare celulara.

Datele privind implicarea virusului HSV-1 in patogeneza CSC oral nu sunt foarte
concludente cu toate ca studile mai vechi evidentiaza prezenta acestuia in celula
canceroasa, fara sa fie depistat si in mucoasa normala a aceluiasi pacient. Procentul redus
de cazuri de CSC HSV-1 pozitive depistat sugereaza ca acesta nu joaca un rol important in
patogeneza CSC orale.

1.2.2 OBICEIURI VICIOASE
1.2.2.1 Tutunul

Tutunul, indiferent de forma de ingerare ( fumat sau mestecat) este asociat cu
aparitia cancerului la nivelul mucoasei jugale, gingiei si buzei.

La nivel structural tutunul produce o dezorganizare epiteliala prin ruperea atasamentului
celular si reducerea numarului de straturi celulare, precum si prin modificarea formei si
dimensiunii celulelor. Efectul tutunului nu se reduce doar la aceste modificari structurale, el fiind
implicat si in perturbarea echilibrului dintre proliferarea si moartea celulara.

Deoarece modificarile epigenetice se considera a fi implicate in etapele initiale ale
declansarii procesului tumoral s-a luat in considerare si posibilul impact al tutunului asupra
epigenomului cu consecinte in carcinogeneza. Utilizand epiteliul de la nivelul mucoasei
linguale a fumatorilor, cercetatorii au constat o crestere a metilarii insulelor CpG ce poate
ajunge pana la 50% in cazul genelor MRE11A si PMS2. De asemenea, in cazul ARN-urilor
necodificatoare s-au constatat diferente in ceea ce priveste nivelul de metilare intre fumatori
si fosti fumatori, precum si diferente de metilare in raport cu numarul de tigari fumate.
1.2.2.2 Alcoolul



Este considerat ca 70% din pacientii cu cancer oral sunt potatori. Saad et al. (2015)
identifica 8 microARN-uri (miR-30a, miR-101, miR-675, miR-934, miR-1266, miR-3164, miR-
3178 si miR-3690) asociate cu consumul de alcool, in carcinoamele scuamocelulare ale
capului si gatului (CSCCG), a caror activitate este crescuta. Pe langa acestea o expresie
crescuta in CSC orale asociate alcoolului s-a constatat a avea si miR-375 si miR-21.

2. MARKERI EPIGENETICI

2.1. CARACTERISTICI GENERALE

Mecanismele epigenetice sunt elemente cheie ale proceselor de dezvoltare si
contribuie la diversitatea genetica. Perturbari ale acestor mecanisme sau a markerilor ce
intervin in aceste mecanisme pot duce la aparitia fenomenelor patologice, printre care si
cancerul. Principalele procese epigenetice si markeri epigenetici sunt: metilarea ADN-ului,
modificari histonice de tipul acetilarii si metilarii si ARN-ul necodat.

2.2. MECANISMELE EPIGENETICE

2.2.1 METILAREA ADN-ULUL.

Metilarea este un proces fundamental al dezvoltarii normale si orice modificare a sa
are ca rezultat transmiterea unui semnal la nivel de cromatina ce va determina modificari ale
transcriptiei. Predominant metilarea ADN—ului are loc la nivelul citozinei ce precede guanina
(regiuni CpG) dar se intalneste si in regiuni non CpG (CA, CT). Metilarea promotorului
reflectatd in reducerea expresiei genelor implicate in repararea ADN-ului, a genelor
supresoare tumorale sau a celor implicate in procesele de invazie si metastazare este o
caracteristicd a tumorogenezei. Metilarea la nivelul corpului genei este, de asemenea,
asociata cu expresia genica. Spre deosebire de hipermetilarea promotorului hipermetilarea
la nivelul corpului genei este asociata cu cresterea expresiei genice iar hipometilerea este
asociatd atat cu cresterea cat si cu reducerea expresiei genice. In schimb metilarea
intergenica are rol de a inactiva expresia unor elemente genetice potential patogene
(transpozomi sau elementele virale) pentru a proteja interitatea structurala si functionala a
genomului. Hipometilarea globala fiind data mai degraba de reducerea metilarii la nivelul
elementelor transpozabile decét la nivel corpului genei. Reducerea gradului de metilare este
caracterizata prin aparitia de epimutatii ce sunt asociate cu instabiliatea cromozomiala
intalnita in cancere.

2 2.2 HIDROXIMETILAREA ADN-ULUI

Alterarea paternului de metilare a ADN-ului se produce atat prin aparitia de noi zone
metilate cat si prin demetilarea celor existente. Oxidarea 5mC sub actiunea enzimelor din
familia TET are ca prim produs 5 hidroximetilcitozina (5hmC), ce prin oxidare ulterioara
formeaza 5 formilcitozina (5fC) si 5 carboxilcitozina (5caC). Nivelul 5ShmC al oricarei gene
este determinat de tipul de tesut din care provine, iar nivelul global este influentat de gradul
de diferentiere si maturitate celulara.

2.2.3 METILAREA HISTONICA

Metilarea histonica consta in adaugarea unei grupari metil de la S-
adenozinmetionina (SAM) la capatul N-terminal al histonelor. Ca si metilarea ADN-ului
metilarea histonica este reversibila. Metilarea histonica (H) este un proces dinamic cu
consecinte diferite asupra reglarii transcriptiei, a cromatinei si a repararii ADN-ului in functie
de pozitia si gradul de metilare a lizinei (K) sau argininei (R).



2.3 ARN NON-CODANT
ARN-urile non-codante sunt o clasd ARN-uri ce nu au ca rezultat final translatarea
intr-o proteina.

2.3.1. CLASIFICAREA MOLECULELOR ARN NON-CODANTE
Non coding ARN se clasifica in functie de lungimea lantului in ARN non-codant scurt
(sncARN) si ARN non-codant lung(IncARN).

2.3.1.1 ARN-ul non-codant scurt

Principalele moleculele de ARN non-codante scurte implicate in procesele
epigenetice sunt: miARnN, siARN si piARN. Rolul acestora este complex fiind implicate atat in
reglarea transcriptiei ARN-ului mesager( ARNm) (prin inhibarea expresiei sau deradarea lui)
cat si in rearanjarea ADN-ului si inhibarea expresiei genice mediata de cromatina.

MicroARN sunt implicate in reproducerea si diferentirea celulelor stem. Micro ARN-
urile au rol si in reglarea expresiei altor microARN-uri. Pe langa implicarea in procesele
biologice aproximativ 30% din miARN-urile sunt implicate si in procesele tumorale. Studiile
au aratat ca miARN-urile actioneaza asupra mai multor gene si in functie de genele
implicate pot avea efect oncogen sau supresor tumoral.

siARN este una din cele mai studiate ARN-uri non-codante in experimentele , in vivo
sau in vitro, pentru determinarea strategiilor terapeurice in cancer. Numeroase studii au
aratat ca administrarea de siARN specific determind modificarea expresiei unor gene
implicate in geneza, dezvoltarea si propagarea locala si la distanta a proceselor tumorale.
Pe langa inhibarea directd siARN poate influenta si reactia pacientului la tratament in
cazurile cu rezistenta la medicamente.

piARN se gaseste aproape exclusiv in celulele germinative de la nivel tesutului
testicular adult si tesutului ovarian fetal. Cu toate ca piARN prezinta o expresie crescuta in
celulele geminative, fara a fi depistata si in celula somatica, studii recente au identificat
prezenta de piARN cu expresii crescute in cancere.

2.3.1.2 ARN non-codant lung

Principala functie a INcCARN este de reglare a expresiei genelor supresoare tumorale
sau oncogene. Reglarea activitatii genice se realizeaza atat intracromozomial (cis) céat si pe
alt cromozom (frans). Unele din mecanismele de reglare a genelor situate intracromozomial
sunt legarea factorilor de transcriptie, condensarea cromatinei si metilarea genica iar a celor
situate pe alt cromozom includ modularea factorilor implicati in transcriptie si interactiunea
cu complexele de remodelare a cromatinei. Ca si alte ARN-uri non-codante, INCARN poate
induce modificari celulare ce declanseaza procesul tumoral.

2.3.2 IMPLICATIILE CLINICE ALE ARN-ULUI NON-CODANT iN CANCERUL ORAL

Deoarece studiile au aratat ca ARN-urile non-codante au specificitate tisulara s-a luat
in considerare si posibila lor interventie in procesele fiziologice si patologice ce au loc la
nivelul celulelor epiteliale orale. Cele mai investigate ARN-uri non-codante sunt miARM-urile.
In ultimii ani numeroase studii au evidentiat implicarea miARN in initierea acestui proces.

Modificari ale gradului de metilare au fost observate si in cazul microARN-urilor
asociate cu CSS oral. Metilarea promotorului miR-137 este unul din factorii ce influenteaza
reducerea expresiei acestui microARN in CSC oral. Modificari ale gradului de metilare in
CSC din cavitatea bucala au fost depistate si inh cazul miR-127, miR-205 si familia de miR-
200, corelate sau nu cu expresia genica a acestora la nivel de tesut.

Ultimele cercetari din domeniul patologiei maligne orale sau indreptat si spre ARN-ul
non-codant lung. ARN-ul non-codant lung are o expresie diferita in tesutul tumoral fata de
tesutul epitelial normal din cavitatea bucala si ca si mMARN poate avea atat rol de oncogena
cat si de gena supresoare tumorala fiind implicat in proliferarea, migrarea si invazia
proceselor tumorale din cavitatea orala. Pana in momentul actual studiile efectuate pentru
depistarea mecanismelor ce modifica expresia IncARN-urilor in cazul CSC au identificat
doar la nivelul MEG3 prezenta hipermetilarii genice.



PARTEA SPECIALA

3. MODIFICARI ALE ADN LA NIVELUL MUCOASEI BUCALE iN
RELATIE CU EXPUNEREA LA FUM DE TIGARA- STUDIUL |

3.1 SCOPUL STUDIULUI

Acest studiu Tsi propune sa identifice modificarile epigenetice la nivelul ADN din
celulele mucoasei jugale care ar putea fi cauzate de expunerea la produse cu tutun (tigari) la
subiectii fumatori si evaluarea acestora comparativ cu nefumatorii.

3.2 MATERIAL SI METODA

3.2.1 PARTICIPANTII LA STUDIU

Subiectii participanti la acest studiu au fost voluntari. Numarul total de participanti
care au fost de acord sa participe la acest studiu a fost 47, impartiti in 3 loturi dupa cum
urmeaza:

I. Lotul fumatori: 19

Il. Lotul nefumatori: 22

I1l. Lotul fosti fumatori: 6

3.2.2 RECOLTAREA PROBELOR BIOLOGICE
Recoltarea celulelor de la nivelul mucoasei jugale s-a facut cu ajutorul swab-urilor
bucale sterile Sterile OmniSwab buccal swabs.

3.2.3 IZOLAREA AND

Izolarea ADN-ul genomic din celulele prelevate s-a facut cu ajutorul kit-ului specific
pentru swab-urile bucale QlAamp DNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) urmand
specificatiile din prospect.

3.2.4. ANALIZA SPECTROFOTOMETICA A ADN OBTINUT
Analiza cantitatii si calitati AND obtinut a fost facutd cu ajutorul NanoDrop
Microvolume Spectrophotometer.

3.2.5. DETECTAREA PROCENTULUI GLOBAL DE METILARE A ADN DIN CELULELE
EPITELIALE ORALE DE LA NIVELUL MUCOASEI JUGALE.

Depistarea nivelului de metilare globald a ADN din tesutul epitelial oral s-a facut prin
metoda fluorometricd ELISA folosind kit-ul MethylFlash Methylated DNA Fluorometric
Quantification Kit (Epigentek, Farmingdale, NY, USA) urmand specificatiile din prospect.

3.2.6 DETECTAREA PROCENTULUI GLOBAL DE HIDROXIMETILARE A ADN DIN
CELULELE EPITELIALE ORALE DE LA NIVELUL MUCOASEI JUGALE.

Ca si in cazul determinarii metilarii globale a ADN, pentru cuantificarea
nivelului de hidroximetilare am utilizat metoda fluorometrica ELISA folosind kitul
specific hidroximetilarii: Hydroxymethylated DNA Fluorometric Quantification Kit.

Determinarea valorii absolute a metilari si hidroximetilarii s-a facut folosind
curba standard generata si formulele de calcul din protocol. Deoarece probele au
fost in duplicat valoarea fluorescentei relative (RFU) a fiecarei probe s-a calculat
facand media valorii RFU a duplicatelor.



3.2.7 ANALIZA STATISTICA

Rezultatele analizelor au fost exprimate in medie aritmetica si DS ( Deviatia
Standard). Dupa verificarea normalitatii distributiei cu ajutorul testului D’Agostini &
Pearson Omnibus Test s-a facut compararea procentul de metilare si hidroximetilare
intre grupuri cu ajutorul testului-T nepereche sau testului Mann-Whitney U. Valoarea
lui p< 0.05 a fost considerata semnificativa statistic.

3.3 REZULTATE

3.3.1 CUANTIFICAREA ADN EXTRAS
Analiza specrofotometrica a ADN extras masurata la Azso/Azso a evidentiat o puritate a
ADN cuprinsa intre 1.09 si 3.

3.3.2 ANALIZA METILARII GLOBALE A ADN

La acest studiu au participat 47 de subiecti (25 barbati si 22 femei) cu varsta
cuprinsa intre 26 si 89 ani. Consumul mediu de tigari pe zi nu a fost semnificativ diferit la
fumatori fata de nefumatori.

Analizand datele obtinute in urma acestei analize am observat ca desi nivelul de
metilare este mai scazut la fumatori (3.1%) si fosti fumatori (2.1 %) fatd de nefumatori (4.1%)
diferenta nu este semnificativa statistic.

Daca luam in considerare intensitatea fumatului (numarul de tigari /zi si durata in ani
a fumatului) situatia este diferitd. Cei care au fumat mai mult de 20 tigari /zi precum si cei
care au fumat o perioada mai mare de 20 ani prezinta o crestere semnificativa a nivelului de
metilare la nivel de ADN (p=0.0273). Datoritd numarului redus de participanti la studiu in
aceasta analiza stratificatd nu a fost inclusi si fostii fumatori.

3.3.3 ANALIZA HIDROXIMETILARII GLOBALE A ADN

Datoritd numarului redus de fosti fumatori participanti la studiu analiza comparativa in
cazul hidroximetilarii globale a ADN a fost facuta doar intre fumatori si nefumatori.

Prin aceasta analiza am identificat un nivel scazut al hidroximetilarii globale a ADN in
cazul fumatorilor fata de nefumatori. Nefumatorii avand un procent al hidroximetilarii globale
a ADN de doua ori mai mare decéat fumatorii (p= 0.0312).

3.4. DISCUTII

Acest studiu pilot a investigat efectele tutunului asupra metilarii si hidroximetilarii
globale a ADN din celulele epiteliale orale.

Studii recente au identificat existenta unei relatii intre fumat si modificari extinse ale
nivelului de metilare a ADN (hipometilare globala si hipermetilare la nivel de promotor a
numeroase gene). Zeilinger et al (156) folosind probe de sédnge a observat atat insule CpG
hipometilate céat si insule CpG hipermetilate la fumatori comparativ cu nefumatorii fara insa a
identifica o directie clara si o magnitudine a nivelului de metilare globaléa a ADN sub influenta
fumatului.

Rezultatele noastre arata o reducere a statusului de metilare cu 25% in cazul
fumatorilor. Reducerea nivelului de metilare a fost mai pronuntata in cazul fostilor fumatori
(aproximativ 50%). Aceasta, insa, poate fi rezultatul influentei cumulative a varstei subiectilor
din acest grup.

Pentru a identifica o corelatie intre intensitatea fumatului si nivelul global al metilarii
am Tmpartit subiectii in 2 categorii determinate de numarul de ani in care pacientul a fumat si
respectiv numarul de tigari fumate pe zi. Am considerat pe cei ce au fumat mai mult de 20
tigari pe zi precum si pe cei care au fumat mai mult de 20 ani ca fumatori inraiti (heavy
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smokers). In concordanta cu rezultatele raportate de De Araujo Costa at al am depistat o
crestere semnificativa (de 2 ori) a nivelului de metilare globalad in cazul fumatorilor inraiti
comparativ cu cei care fumeaza mai putin.

In ceea ce priveste hidroximetilarea rezultatele acestui studiu au evidentiat un nivel al
hidroximetilarii globale ADN mult mai redus comparativ cu cel al metilari globale a ADN.
Aceasta este in concordanta cu studiile anterioare asupra nivelului de 5-mC si 5-hmC in
tesutul uman. Totodatd am constat ca fumatorii au avut un nivel semnificativ redus al
hidroximetilarii globale a ADN comparativ cu nefumatorii, diferenta neinfluentatéd de varsta
subiectilor.

3.5 CONCLUzlIl

Acest studiu a avut ca scop cuantificarea nivelului de metilare si hidroximetilare
globala a ADN din celula epiteliala orala expusa fumatului. Am constatat o scadere de 25%
a nivelului de metilare la fumatori si o scidere de 50% la fostii fumatori. in ceea ce priveste
statusul hidroximetilarii, am constatat, de asemenea, un nivel redus la fumatori. Rezultatele
arata ca fumatul poate influenta metilarea si hidroximetilarea globala a ADN-ului.

4. IDENTIFICAREA SI EVALUAREA MARKERILOR EPIGENETICI
IMPLICATI IN PATOLOGIA CARCINOMULUI SCUAMO-CELULAR
AL CAVITATII ORALE - STUDIUL II

4.1 SCOPUL STUDIULUI

In acest studiu ne-am gandit s& investigdm modificdrile de metilare genomica
asociate cu patologia carcinomului scuamo-celular oral (CSCO).

Principalele obiective ale acestui studiu sunt:

» ldentificarea profilului de metilare la nivelul intregului genom uman in probele de
cancer oral

» Evaluarea si validarea profilului de metilare la nivelul anumitor situsuri asociate
cu patologia cancerului mucoasei orale

» Evaluarea expresiei anumitor moleculele microARN in vederea stabilirii unei
corelatii intre nivelul de expresie al acestor molecule si profilul de metilare a
anumitor situsuri din genom

» Analiza bioinformatica in silico a datelor obfinute din investigarea gradului de
metilare a genomului pentru a genera profilul expresiei genelor diferit metilate
identificate si asocierea lor cu anumite cai de semnalizare sau procese biologice.

4.2 MATERIAL S| METODA

4.2.1 MATERIALUL FOLOSIT IN STUDIU
Pentru determinarea gradului de metilare globala in cazul CSCO am folosit 13 de
perechi de blocuri de parafina care contineau tesut tumoral (T) si tesut normal adiacent (N).

4.2.2 CRITERIILE DE INCLUDERE/EXCLUDERE

in vederea efectudrii unei analize corespunzatoare dar si pentru obtinerea
unor rezultate relevante am stabilit urmatoarele criterii de evaluare pentru alegerea
blocurilor de parafina.

Criterii de includere:

11



» diagnosticul de carcinom scuamocelular(CSC) confirmat histoptologic.

> pentru fiecare bloc de parafina cu tesut reprezentand CSC oral sa existe si
un bloc de parafina cu tesut adiacent neinfiltrat tumoral.

Criterii de excludere:

> insuficient tesut in blocul de parafina

» asocierea cu leziuni de tip displazic sau lichen plan

» cazurile cu efect citopatic HPV.

4.2.3 VALIDAREA S| RECOLTAREA PROBELOR.

Dupa alegerea blocurilor de parafina ce corespundeau criterilor de includere, s-a
trecut la analizarea lor pentru a elimina probele ce prezentau unul sau mai multe criterii de
excludere. Dupa validarea probelor s-a trecut la recoltarea fragmentelor de tesut din fiecare
bloc de parafina inclus in studiu.

4.2.4 1IZOLAREA ADN GENOMIC DIN PROBELE DE PARAFINA.
Pentru izolarea ADN s-a folosit QlAamp DNA FFPE Tissue Kit urmand specificatiile
din prospect.

4.2.5 ANALIZA SPECTROFOTOMETICA A ADN OBTINUT

Pentru determinarea locilor CpG ce prezinta metilare diferentiata in cazul probelor de
cancer versus tesutul normal adiacent am facut Next Generation Seguencing (NGS) utilizand
Infinium Human Methylation 450k BeadChip KitSpectrophotometer. Puritatea ADN masurata
la Azeo/Azgo afostde 1.89 £ 0.18.

4.2.6 IDENTIFICAREA PROFILULUI DE METILARE LA NIVELUL INTREGULUI GENOM
UMAN iN PROBELE DE CANCER VERSUS TESUT NORMAL ADIACENT

Pentru determinarea locilor CpG ce prezinta metilare diferentiata in cazul probelor de
cancer versus tesutul normal adiacent am facut Next Generation Seguencing (NGS) utilizand
Infinium Human Methylation 450k BeadChip Kit.

4.2.7 ANALIZA STATISTICA
Analiza bioinformatica a datelor s-a facut cu ajutorul programelor informatice pentru
bioconductori minfi si limma din cadrul R statistical program (www.R-project.org).

4.2.8 IDENTIFICAREA LOCILOR MICROARN DIFERENTIAL METILATI

Am analizat toate genele diferential metilate (valoarea p ajustat < 0.05) pentru a
decela prezenta microARN. Dupa depistarea microARN diferential metilati am identificat
numarul de loci CpG ce genereaza metilarea diferentiata din cadrul microARN depistati.

4.2.9 PREDICTIA INSULELOR CpG

Folosind platforma MethPrimer am calculat predictia insulelor CpG de la nivelul
acestor loci pentru a detecta prezenta de insule CpG capabile sa genereze primeri specifici
pentru PCR metilare precum si primer specifici pentru PCR bazat pe conversie bisulfitica.

4.2.10 COMPARAREA REZULTATELOR OBTINUTE CU CELE DIN LITERATURA DE
SPECIALITATE.

Datele din literatura de specialitate cu privire la expresia microARN in carcinomul
scuamocelular oral necesare realizarii acestei analize le-am obtinut utilizdnd baza de date
PubMed.

4.2.11 ANALIZA IN SiLicO A microARN/ INTEGRAREA FUNCTIONALA A microARN
4.2.11.1 Predictia genelor target

Un prim pas in vederea evaluarii functilor microARN il constituie identificarea
genelor target. Pentru identificarea mai rapida si mai comprehensiva a genelor target am
utilizat metoda computerizata miRWalk 3.0.
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Pentru predictia genelor target a microARN identificate la nivelul siturilor de
transcriptie 3’ UTR, 5’'UTR si CDS am stabilit o valoarea p ajustat Bonfferoni < 0.05.
Pe langa aceasta am luat in considerare si urmatoarele criterii:
> probabilitatea de legare a microARN sa fie cel putin 0.99
> validarea de catre cel putin inca un algoritm: miRDB sau TargetScan

4.2.11.2 Analiza functionala a genelor target

Dupa identificarea setului de gene target corespunzatoare fiecarui tip de microARN am
comparat aceste seturi de date cu genele cu expresie diferentiatd (DEG- Differentially
Expressed Genes) obtinute dupa analiza Geo2R a setului de date GSE138206 (False Discovery
Rate ajustat dupa procedura de corelatie Benjamini si Hochberg FDR <0.05). Pentru analiza
functionald a genelor target a microARN identificate am utilizat programul KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) si analiza clusterelor de pe platforma STRING 9.1.

4.3. REZULTAT

4.3.1 IDENTIFICAREA PROFILULUI DE METILARE LA NIVELUL INTREGULUI GENOM
UMAN iN PROBELE DE CANCER VERSUS TESUT NORMAL ADIACENT

Rezultatele finale ale analizei Infinium 450K array-based Methylation Assay sunt
exprimate in valori beta si M. Analiza valorilor beta si M rezultate din investigarea probelor
cu ajutorul lllumina 450K bead array reflecta faptul ca, la nivel global, exista un grad mare de
hipometilare in cazul probelor de tesut tumoral comparativ cu probele de tesut normal.

Investigarea prin llumina microarray a evidentiat 440365 loci cu metilare diferita din
care 1468 au prezentat diferente semnificative de metilare intre probele de cancer si cele de
tesut adiacent fara invazie tumorala (valoarea p ajustat < 0.05).

4.3.2. IDENTIFICAREA LOCILOR MICROARN DIFERENTIAL METILATI
Analizand cei 1469 de loci diferential metilati am depistat 5 loci ce codeaza pentru 4
microARN: hsa-miR-124-3, has-miR-24-1, hsa-miR-769 si hsa-miR-4500.

4.3.3 PREDICTIA INSULELOR CpG

Analiza MethPrimer a evidentiat mai multe aspecte. Cu ajutorul acestei analize am
identificat prezenta insulelor CpG la capatul 5’UTR pentru hsa-miR-124-3 si hsa-miR-769,
dar nu pentru hsa-miR-4500 si hsa-miR-24-1. Cinci seturi de primeri BSP cu secventele lor
au fost extrase pentru toate cele patru molecule de microARN; fiecare dintre ele constand
din doua perechi de primeri sens si antisens.

4.3.4 COMPARAREA REZULTATELOR OBTINUTE CU CELE DIN LITERATURA DE
SPECIALITATE.

Analiza datelor obtinute a dus la identificarea unui numar de 191 microARN. Dintre
acestia 101 prezentau o expresie genica scazuta si 88 o expresia genica crescuta in probele
de CSCO comparativ cu cele de tesut normal.

4.3.5 ANALIZA IN SILICO A microARN/ INTEGRAREA FUNCTIONALA microARN
4.3.5.1 PREDICTIA GENELOR TARGET

Dupa selectia genelor tinand cont de criteriile stabilite ( probabilitatea de legare <
0.99 si validarea de catre cel putin inca un alt algoritm) si indepartarea duplicatelor am
obtinut 4147 gene target pentru hsa-miR-24-1, 6084 gene target pentru hsa-miR-124-3, 743
gene target pentru hsa-miR-4500 si 7256 gene target pentru hsa-miR-769.

4.3.5.2 ANALIZA FUNCTIONALA A GENELOR TARGET

Analiza Geo2R a selectat un numar de 2289 gene a caror expresie genica a fost
modificatd, 1490 avand o expresie genica scazutd (FC< -0.538) si 799 avand o expresie
genica crescuta ( FC <1.0)
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Pentru lista de gene comune obtinute in urma comparéarii genelor target ale hsa-miR-
24-1 cu genele cu expresie redusa din setul de date GSE138206 am obtinut o retea de
interactiuni proteina-proteina (PPI) caracterizata prin 259 de noduri, 68 de capete de retea.
Evaluarea calitativd a PPl a generat un p de 3.75e-12. Analiza functionald KEGG nu a
evidentiat nici un mecanism biologic semnificativ asociat acestui set de gene.

Lista de gene comune dintre genele target ale hsa-miR-124-3 si genele cu expresie
crescuta din setul de date GSE138206 a generat o imagine PPI caracterizata din 266 noduri,
562 capete de retea. in acest caz valoarea p a fost sub 1.0e-16. Coeficientul mediu de
clustering local al retelei este de 0,359 cu un grad mediu de nod de 4,23. Analiza clusterelor
folosind metoda MCL (Markov Cluster Algorithm) a condus la identificarea a trei clustere
imbogatite functional in caile KEGG. Clusterul 1 este imbogatit in gene implicate in infectii
virale, clusterul 2 in gene implicate in digestia si adsorbtia proteinelor, in calea de
interactiune cu receptorilor ECM si in caile de semnalizare AGE-RAGE, iar clusterul 3 in
gene implicate in caile de semnalizare AGE-RAGE, Th mecanismul de interactiune a
receptorilor ECM si in caile de semnalizare asociate cu cancerul.

In cazul has-miR-769 si genele cu expresie crescutd din setul de date GSE138206
reteaua de interactiuni proteina —proteind prezinta 290 noduri, 581 capete de retea.
Valoarea p fiind mai mica de 1.0-16. Analiza acestei retele cu ajutorul metodei MCL a
evidentiat, de asemenea, trei clustere imbogatite functional in caile KEGG. Clusterul 1 este
imbogatit in gene implicate in infectii virale, clusterul 2 in gene implicate in digestia si
adsorbtia proteinelor, in calea de interactiune cu receptorii ECM si in adeziunea focala, iar
clusterul 3 in gene implicate in calea de semnalizare p53. Datorita numarului redus de gene
comune gasite intre genele target ale has-miR-4500 si genele cu expresie genica
diferentiata din setul de date GSE138206 reteau de interactiuni proteina-proteina nu prezinta
semnificatie statistica.

Compararea calupului de gene specifice hsa-miR-24-1 si hsa-miR-4500 cu setul de
gene cu expresie redusa din datele GSE138206 a generat o reteaua de interactiuni proteina
— proteina cu 290 de noduri, 95 de capete de retea si o valoare p de 7.46e-12. In acest caz
analizé functionalda KEGG a relevant doar un mecanism biologic semnificativ si anume
metabolismul beta-Alaninei ( FDR de 0.03).

Reteaua de interactiuni proteina-proteina in cazul calupului format de genele target
specifice hsa-miR124-3, hsa-miR-769 si hsa-miR-4500 impreuna comparativ cu genele cu
expresie genica crescuta din setul de date GSE138206 prezinta 319 noduri, 816 capete de
retea cu valoarea p mai mica decat 1.0e-16. Analiza functionald KEGG a relevant un numar
de 36 mecanisme fiziologice semnificative in care sunt implicate aceste gene, cel mai
semnificativ fiind mecanismul de interactiune a receptorilor matricei extracelulare.

4.4, DISCUTII

Cu toate ca este cea mai frecventa forma de cancer oral, carcinomul scuamocelular
prezinta inca multe incertitudini cu privire la mecanismele epigenetice implicate in initierea,
dezvoltarea, invazia tumorala, tratamentul, evolutia si prognosticul sau.

in acest studiu am analizat profilul metilarii globale in cazul CSCO in vederea
depistarii de loci CpG asociati cu microARN ce prezinta schimbari ale statusului de metilare.
Aceasta investigare a dus la depistarea a patru microARN (hsa-miR-24-1, hsa-miR-124-3,
hsa-miR-769 si hsa-miR-4500) ce prezentau hipermetilare la nivelul mai multor loci CpG in
probele de CSCO fatd de tesutul normal adicent. in CSSO, hsa-miR-24 este asociat cu
proliferarea, migrarea si invazia tumorala. Din studiile anterioare s-a constat ca hsa-miR-24
este present nu doar in tesutul tumoral ci si in saliva, serul si plasma pacientilor cu CSCO,
ceea ce il face un posibil biomarker pentru predictia si diagnosticarea cancerului oral.

Si in cazul hsa-miR-124-3, putem spune ca rezultatele obtinute sunt in concordanta
cu cele din literatura deoarece hsa-miR-124-3 a fost detectat ca avand expresie genica
scazutd Tn cazul CSCO atat pe linii celulare cat si pe model animal. Rezultatele analizei
functionale KEGG au relevat, in cazul clusterului 1, pe langa cele mai cunoscute infectii
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virale HPV, EBV si HSV si hepatita C, hepatita B precum si Influenza A. Hepatita C este
implicata in aparitia unor afectiuni orale considerate a fi factori de risc in patologia CSC oral
(inflamatii cronice si lichen plan). In cazul clusterului 2 rezultat acestui studiu confirma
concluziile studiilor anterioare efectuate pe linii celulare care sustin ca in cazul CSCO hsa-
miR-124-3 suprima prin actiune directa expresia ITGB19 (integrin subunit beta 1), considerat
a fi un factor cheie in modularea mecanismul de interactiune a receptorilor matricei
extracelulare.

In cazul hsa-miR-769 cele mai semnificative din clusterul 1 sunt infectia EBV,
hepatita C si Influenza A. Pe langa infectiile virale un alt mecanism comun celor doua
miARN este mecanismul de interactiune a receptorilor ECM. Acest rezultat este in
concordanta cu cercetarile lui Zhang et al., ce a relevat , cu ajutorul metodei “attract’, ca
mecanismul de interactiune a receptorilor ECM poate juca un rol semnificativ in dezvoltarea
CSCO. Un alt mecanism este cel al caii de semnalizare AGE-RAGE. Un rol special al RAGE
in patogeneza CSCO a fost demonstrat intr-un studiu in vitro, in care s-a aratat ca acest
receptor este activat datorita secretiei paracrine de High-mobility group box 1 (HMGB1) de
catre celulele CSC oral. Aceasta activare intensifica progresia tumorala si declanseaza
distrugerea osoasa.

In ceea ce priveste al patrulea microARN identificat in acest studiu nu exist3,
deocamdata, nici o informatie cu privire la expresia lui in CSCO.

Facand analiza functionalda KEGG a tuturor genelor target specifice hsa-miR-124-3,
hsa-miR-769 si hsa-miR-4500 comparativ cu genele cu expresie crescuta din setul de date
GSE138206 am constatat ca, din nou, cel mai semnificativ este mecanismul de interactiune
a receptorilor matricei extracelulare (FDR= 6.98e-09). in schimb analiza functionald KEGG
pentru genele comune ale hsa-miR-24-1, hsa-miR-4500 si genele cu expresie scazuta din
setul de date GSE138206 a relevant doar un mecanism semnificativ: metabolismul beta-
Alaninei. Alanina a fost detectata atat in saliva cat si in tesutul tumoral al pacientilor cu CSC
al capului si gatului sugerand posibiliatea utilizarii lui ca biomarker non-invaziv.

4.5. CONCLUzIl

In acest studiu am identificat 4 microARN: hsa-miR-24-1, has-miR1-24-3, hsa-miR-
769 si hsa-miR-4500 cu metilare diferentiata in probele de CSCO versus tesutul normal.
Desi toate microARN au fost hipermetilate, localizarea insulelor CpG ce au determinat
aceasta hipermetilare poate explica corelatia pozitiva cu expresia genica in cazul hsa-miR-
24-1 sau corelatia negativa cu expresia genica in cazul has- miR-124-3, hsa-miR-769.

Explorarea mecanismelor functionale in care sunt implicate genele target ale miARN
identificate a relevat implicarea lor in infectii virale, in mecanismul de interactiune a
receptorilor matricei extracelulare si in calea de semnalizare AGE-RAGE. Pe langa aceste
mecanisme explorarea mecanismelor functionale ale genelor target in cazul hsa-miR-24-1 si
hsa-miR-4500 a relevat implicarea lor in metabolismul beta-alaninei.

CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Scopul acestui studiu a fost acela de a investiga rolul fumatului in declansarea
procesului tumoral prin identificarea posibilelor modificari epigenetice la nivelul ADN-ului din
celula epiteliala orala care ar putea fi cauzate de tutun, precum si identificarea si evaluarea
markerilor epigenetici implicati in patologia carcinomului cu celule scuamoase al cavitatii
bucale.

n acest studiu, am observat c3,

> 1n ceea ce priveste pacientii fumatori, exista o modificare atat a nivelului global de

metilare, cat si a nivelului global de hidroximetilare

> nivelul de metilare este mai scazut la fumatori si fosti fumatori fatd de nefumatori
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» scaderea nivelului de metilare a fost mai pronuntata la fostii fumatori

> exista o crestere semnificativa (de doua ori) a nivelului global de metilare la
fumatorii care fumau peste 20 tigari pe zi fata de fumatorii care fumau sub 20
tigari pe zi

> nivelul global de metilare a fost mai mare la cei care fumau de peste 20 ani

» nivelul global al hidroximetilarii ADN-ului este considerabil mai scazut decét al
metilarii ADN-ului.

» fumatorii au avut un nivel semnificativ redus (de doua ori) al hidroximetilarii
globale a ADN-ului in comparatie cu nefumatorii

» modificarile procentului de metilare pot fi influentate de varsta pacientului, in timp

ce Tn cazul hidroximetilarii aceasta influenta este nula.

Pentru a avea rezultate cat mai concludente, am utilizat numai celule epiteliale
recoltate din mucoasa jugala si am folosit metoda fluorometrica ELISA, o metoda mult mai
sensibila de detectare a nivelurilor de 5-mc si 5-hmc. Comparand rezultatele noastre cu cele
ale studiilor anterioare, am observat ca, datoritda caracteristicilor probelor, a metodei de
recoltare, precum si a metodei de analiza, utilizate in acest studiu, am detectat un nivel mai
adecvat de 5-mc si 5-hmc in celulele epiteliale bucale.

Investigarea profilului de metilare la nivelul intregului genom in esantioanele de
cancer fata de tesutul normal adiacent, utilizdnd Infinium 450K array-based Methylation
Assay, a evidentiat 1468 loci cu diferente semnificative in ceea ce priveste modelul de
metilare intre esantioanele de cancer si cele de tesut normal adiacent (valoare p ajustata <
0,05). Distributia acestor regiuni metilate diferentiat este variata, fiind localizate atat la nivel
genic (TSS 200 si TSS 1500, 5'UTR, primul exon, corpul, 3'UTR) cat si la nivel intergenic.
Am observat, de asemenea, ca loci care prezinta modificari ale starii de metilare sunt
distribuiti pe toti cromozomii.

Investigarea profilului global de metilare in CSCO ne-a permis sa detectam patru
microARN-uri (hsa-miR-24-1, hsa-miR-124-3, hsa-miR-769 si hsa-miR-4500) care prezinta
hipermetilare la nivelul mai multor loci CpG in probele CSCO in comparatie cu tesutul
normal adiacent. in cadrul microARN, loci sunt pozitionati in cea mai mare parte la nivelul
promotorului (regiuni TSS) dar si la nivel 3'UTR.

n ceea ce priveste microARN-urile detectate am observant ca:

» hsa-miR-4500 este prima data cand a fost detectat in probele de cancer CSCO

» hsa-miR-24-1 a fost propus ca marker epigenetic in CSCO.

Analiza bioinformatica facuta in acest studiu sugereaza ca influenta metilarii asupra
expresiei genice a acestor microARN ar putea avea un impact semnificativ in caile de
raspuns la infectile virale, in mecanismul de interactiune a receptorilor matricei
extracelulare, digestia si absorbtia proteinelor si in calea de semnalizare AGE-RAGE, care
ar putea fi relevante pentru dezvoltarea, progresia si patogeneza CSCO.

Acesta este primul studiu realizat in Romania care investigheaza markerii epigenetici
in patologia CSCO si influenta factorilor de mediu asupra epigenomului din mucoasa orala.

Consider ca atat pentru a intelege etiopatogenia CSCO si cat pentru a gasi o metoda
de prevenire si eradicare a acestui neoplasm sunt necesare mai multe studii.

Ca directii de cercetare, pot spune ca sunt indicate studii suplimentare pentru a:

» valida influenta fumatului asupra metilarii si hidroximetilarii globale a ADN-ului

» valida implicarea hsa-miR-4500 in patologia CSCO

> clarifica corelatia dintre expresia genica si statusul de metilare a hsa-miR-24-1,

hsa-miR-124-3 si hsa-miR-769 in probele de CSCO.
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