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PARTEA I ANTIGENE TUMORALE CU POTENTIAL iN
DIAGNOSTICUL SI PROGNOSTICUL MELANOMULUI
MALIGN

INTRODUCERE

Melanomul este un tip de cancer cu o evolutie extrem de agresiva si o incidentd in
continua crestere, Ce apare in urma proliferarii necontrolate a melanocitelor aflate in stratul
bazal al epidermei (Melanom cutanat-MC) sau in alte zone anatomice cum ar fi mucoasele
gastrointesinale, respiratorii i genitourinare (Melanomul mucoaselor), cohleea din urechea
internd, iris (melanom ocular) si mezencefal. Cel mai des intdlnit tip de melanom este MC,
factorii de risc asociati fiind: arsurile solare, expunerea la lumina UV din saloanele cosmetice
si prezenta nevilor dizplazici (cu citologie si arhitectura atipica).

MC reprezinta doar 1% din cazurile de cancer de piele dar cauzeaza 80% din decese
datorita capacitatii rapide de metastazare si a heterogenitatii citologice intra si intertumorala.
Aceste caracteristici determina instalarea rezistentei la chimio-/radio-terapie, dificultati in
stabilirea unui diagnostic corect si raspunsuri variabile la terapiile tintite. MC poate mima
leziuni benigne nonmelanocitice des Intalnite (lentigine si keratoze seboreice), In unele cazuri
este dificil de diferentiat de nevi displazici sau nevi Spitz iar in altele este imposibil de a
diagnostica metastaze de melanom cu tumora primara necunoscuta (1). Mai mult, o treime din
melanoamele nodulare, un subtip extrem de agresiv, nu sunt pigmentate fiind imposibil de
evaluat dupa criteriile clasice folosite Tn diagnosticul melanomului: aspectul asimetric,
margini neregulate, culoare variabild si diametru crescut. In plus fatd de variabilitatea
aspectului macroscopic, melanomul este extrem de heterogen si la nivel molecular, aspect ce
duce deseori la pierderea expresiei proteinelor specifice denumite antigene de melanom
(tirozinaza-Tyr, gpl100/pmell7, Melan-A/MART-1, gp75/TRP1 si DCT/TRP-2) in mod
variabil si neuniform. Desi majoritatea cazurilor de melanom pot fi diagnosticate pe baza
colordrii specimenelor histopatologice cu hematoxilind-eozina, sau atunci cand situatia o
impune, prin marcarea cu anticorpi specifici a antigenelor folosite in mod curent pentru
diagnostic in laboratoarelede anatomie patologica (Tyr, HMB-45, Melan-A) exista cazuri de
melanoame cu pierderea completa a antigenelor de diferentiere in timpul progresiei tumorale
(2). Astfel, suplimentarea numarului de antigene specifice folosite pentru diagnosticarea

melanomului poate fi benefica in evaluarea anumitor cazuri dificil de diagnosticat.
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Dificultatilor legate de diagnostic li se adauga si rata scazuta de supravietuire la 5 ani
(16%) 1n cazul pacientilor cu melanom diagnosticat tardiv, cand deja existd metastaze la
nivelul ganglionilor limfatici si la nivelul organelor distale (plamani, creier , ficat) comparativ
cu o ratd de supravietuire de 90% in cazul melanomului localizat (3). Astfel stadializarea
corecta si stabilirea unui prognostic acurat imediat dupa diagnostic este o etapa cuciala pentru

stabilirea celei mai eficiente conduite terapeutice.

In cazul melanoamelor subtiri (cu grosimea mai micd sau egald cu 1 mm) excizia

chirurgicald este de cele mai multe ori

eficientd pentru vindecare si lipsa recurentelor, totusi rata de supravietuire la 5 ani a acestor
pacienti este de peste 90% dar nu 100%. Din acest motiv este necesara stratificarea pacientilor
cu melanoame subfiri in grupuri cu risc crescut sau risc scazut. Desi pand de curand pentru
acestia pacienti nu era recomandatd biopsia ganglionilor limfatici santineld, acum se fac
recomandari in acest sens pentru cei care prezinta factori clinici de prognostic nefavorabil
cum ar fi faza de crestere verticald, regresie, ulceratie si numar crescut de mitoze. Totusi,
stadiul incipient al bolii poate sa determine existenta doar a micrometastazelor la nivelul
ganglionilor limfatici evaluati, iar acestea pot trece nedetectate si pot cauza recurenta
melanomului in urma exciziei chirurgicale la pacientii declarati clinic sanatosi. Din aceste
motive numeroase studii  Tncearcd determinarea unor factori moleculari a caror expresie
poate fi asociata cu prognosticul nefavorabil in melanom. Astfel au fost identificate proteine
implicate in adeziunea celulard si remodelarea matrixului extracelular cum ar fi N-caderina,
osteopontina si SPARC (osteonectina) ca fiind semnificativ asociate cu dezvoltarea
metastazelor in melanom (4). Cresterea MCAM/MUC18 (specifica melanocitelor), LI-CAM
(specifica neuronilor) si CEACAM-1 (asociata cu tesuturile glandulare) a fost asociatd cu
scaderea supravietuirii indicdnd o interactie anormalad intre celulele tumorale si stroma
inconjuratoare. Expresia crescuta a matrix-metalo proteinazei (MMP) -MMP-2 si a tPA
(tissue plasminogen activator/serin proteaza) este asociata cu un prognostic nefavorabil (5).
Proteinele implicate Tn proliferarea celulelor -Ki67 si pl16/NK4A-un inhibitor al kinazelor
dependente de ciclina, ce intervine 1n reglarea ciclului celular prin incetinirea tranzitiei G1-S,
sunt potentiali markeri utili in evaluarea prognosticului fiind asociate cu scaderea
supravietuirii. Pentru melanoamele subtiri dar si pentru cele ce depdsesc 1mm, expresia Ki-67

se coreleaza direct cu prognosticul si are valoare superioara fata de indexul mitotic (6).



Investigarea factorilor moleculari importanti pentru progresia melanomului a dus la
dezvoltarea unui test test ce analizeazad expresia a 28 de gene cu scopul stabilirii
prognosticului pacientilor. Acest test este folosit in prezent in mod restrans in evaluarea
clinicd a pacientilor iar in urma aplicarii sale se poate stabili daca un melanom apartine clasei
1 cu un risc de 3% de metastazare in 5 ani sau clasei 2 cu un risc de metastazare de 69%.
DecisionDX impreund cu evaluarea GLS identifica 70-80% din pacientii cu GLS negativi si
un risc crescut de metastare. Totusi testul este costisitor pentru sistemul de sdndtate si are
limitari Tn ceea ce priveste cantitatea de tesut necesara pentru evaluarea expresiei genelor
tintd. Desi in prezent, in laboratoarele de anatomo-patologie nu sunt utilizati markeri
moleculari pentru evaluarea prognosticului pacientilor cu melanom la momentul
diagnosticului, existenta lor poate fi extrem de benefica pentru managementul clinic eficient
al pacientilor si pentru reducerea ratei recurentei. Astfel, este necesara explorarea si revizuirea
continua a numeroaselor cdi ce opereaza in MC precum si identificarea de noi molecule

semnificative in diagnosticul si prognosticul MC.

Dopacrom tautomeraza (DCT) sau Tyrosinase Related Protein-2 (TRP2) este
cunoscuta in principal ca enzima a caii melanogenetice si antigen de melanom din familia
proteinelor inrudinte cu Tirozinaza (Tyrosinase Related proteins-TRP). DCT/TRP2 actioneaza
in etapele secundare din calea de biosinteza a melaninei §i catalizeazd conversia prin
tautomerizarea DOPAchrome, Tn DHICA (5,6-dihidroxiindol-2-carboxilic acid) (7). Tn etape
ulterioare DHICA este oxidat la acidul indol-5,6-ginon-carboxilic sub actiunea TRP-1
(DHICA-oxidazi) si mai apoi la biopolimerul melanini. In lipsa DCT, DOPAcrom se
transformd neenzimatic prin decarboxilare si o rearanjare structurald in 5,6 dihidroindol
(DHI), un produs toxic pentru celule, a carui oxidare duce la formarea speciilor reactive de
oxigen. Desi expresia DCT este caracteristica melanocitelor si celulelor de melanom
pigmentat sau amelanotic, aceastd proteind este exprimata si in alte tipuri de celule normale
sau maligne cum ar fi: retinoblastomul, cea mai des intalnita tumora primara intraoculara la
copii ce se dezvolta din celule imature ale retinei (8); /inii celulare si tumori de glioblastom,
cea mai agresivda forma de tumora cerebrala (9); celulele neurale progenitoare murine
recoltate din neocortexul in dezvoltare al embrionilor murini (10), linia celulara de
keratinocite umane imortalizate spontan HaCaT (11), fibroblastele murine NIH3T3 (12),
celulele de carcinom colorectal uman metastatic (LS174T) (13). Prezenta DCT in alte tipuri

de celule decat melanocitele normale si cele transformate malign precum si expresia sa



timpurie Tnaintea Tyr In dezvoltarea melanoblastilor embrionari indica posibilitatea ca aceasta
proteinad sa aiba functii suplimentare fata de cea enzimatica.

Functii aditionale ale DCT, exercitate prin mecanisme moleculare insuficient
cunoscute sunt legate de medierea unor cai de rezistenta la stres ale celulelor normale dar si
tumorale, precum si de implicarea in migrarea si proliferarea celulara. In plus, mecanismele
de reglare a expresiei DCT sunt independente de ale celorlalte antigene melanozomale. Pana
la inceperea prezentului studiu nu a fost identificata nici o informatie despre semnificatia
DCT 1in patologia leziunilor melanocitice umane. In acest context, obiectivele urmarite au
fost: stabilirea potentialului de biomarker al DCT in evaluarea leziunilor melanocitice
cutanate precum §i extinderea cunogtintelor legate de mecanismele de initiere §i progresie

maligna in MC Tn care acest antigen ar putea fi implicat.

Rezultate si Discutii
1.Obtinerea si caracterizarea anticorpului policlonal anti-nDCT

Nivelurile de mRNA si proteind pentru antigenele de melanom sunt adeseori scazute ca
urmare a activarii unor mecanisme care sustin progresia tumorala astfel incat expresia DCT
scade in cursul progresiei metastatice fiind de 84% in tumorile primare si de 58% in
metastazele de melanom. Astfel, imunodetectia antigenelor de melanom in specimene
histologice prin IHC/IHF poate fi imbunatatita folosind anticorpi policlonali mai sensibili
care recunosc mai multi epitopi ai aceluiasi antigen. Secventa corespunzatoare domeniului
luminal al DCT (aa 27-439) a fost analizatd pentru predictia situsurilor antigenice (Dr. Adina
Milac) care a indicat cu mare probabilitate prezenta a 19 potentiali epitopi. Primele 130 resturi
de aminoacizi de la capdtul N-terminal care nu contin situsuri de glicozilare au demonstrat
numarul de peptide cu cel mai mare scor antigenic. Potentiali epitopi aditionali sunt indicati si
in alte zone in care existd situsuri de glicozilare potential ocupate. In acest context am
considerat ca folosirea secventei aa27-aa439 drept antigen de imunizare pentru obtinerea unui
anticorp policlonal n iepuri ar fi beneficd in recunoasterea cu mai mare sensibilitate a DCT
mai ales in tesuturile melanocitice.

1.1 Caracterizarea anticorpilor anti-nDCT
Caracterizarea anticorpilor policlonali anti-hDCT a avut ca scop analiza specificitatii

Specificitatea anticorpilor anti-hDCT n western blot - Anticorpul anti-hDCT identifica cele
douad glicoforme ale DCT sub forma unui dublet la 62 si 83 kDa in linii melanocitice dar nu si

in liniile nemelanocitice (HEK, HeLa) sau liniile melanocitice lipsite de expresia endogena a
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DCT (A375) (Fig. 1A). Expresia DCT este scazuta tranzitoriu prin folosirea ARN-ului mic de
interferentd (+) in liniile MJS si SK28 in care expresia endogena a DCT este validata (A) si
comparatd cu a probelor control (-) MJS si SK28. Se observd o sciddere semnificativa a
semnalului specific pentru cele doua glicoforme ale DCT (Fig. 1B). Calnexina a fost utilizata
drept control de Incdrcare a cantitatii egale de proteina totala.

Specificitatea anticorpilor anti-hDCT in imunoprecipitare-Anticorpii  anti-hDCT
imunoprecipita specific din lizate de celule MJS marcate cu >°S cele doud glicoforme ale
DCT, cea de precursor de 62 kDa si cea maturd de 83kDa, sintetizate in cele 30 minute si
respectiv 180 minute de la marcare. Lizate de celule HEK care nu exprima DCT endogen au

fost utilizate drept control negativ (Fig. 2).

A
Linia  B16F10 B16F1 MJS SK28 HEK A375 Hela
celulara
DCT 83 kDa —»
DCT 62 kDa —»
NS - ‘
47kDa | . P L TR
B MJS HEK293 SK28
si DCT -+ - -+ -

DCT 83 kDa —>. ."'
- ———
DCT 62 kDa—»

Calnexin ----

Figura 1. Analiza specificitatii anticorpilor anti-hDCT prin WB blot in linii celulare
melanocitice si nemelanocitice (A) si prin silentierea expresiei genei DCT (B).
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A A
[ \ \

min 30 180 30 180

DCT 83 kDa | 4
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Figura 2. Analiza specificitatii anticorpilor anti-hDCT prin marcare
metabolica si imunoprecipitare.



Specificitatea anticorpilor anti-hDCT in imunohistofluorescenta si imunohistochimie -
Expresia DCT si a Tyr este detectata simultan cu anticorpi anti-hDCT( rosu) si respectiv anti-
Tyr /T311 (verde) in celule comune (Fig. 3a, galben) sau distincte (rosu-Fig.3 b sau verde
Fig. 3 c). DCT este detectata specific in celule nevice din leziuni benigne (Fig. 3 a,b) si in
celule tumorale (Fig. 3 c,d,e,f) dispuse in cuiburi in sectiuni de melanom malign
intraepidermal (Fig. 3 e) sau in celule tumorale din melanom nodular (Fig. 3 d,f). DCT nu
este detectata in specimene de carcinom colorectal, gastric sau cu celule scuamoase (Fig. 3
g,h,i). Datele de IHC (Fig.3 e, f) au fost obtinute de Dr. Sabina Zurac, Sectia de

Anatomopatologie, Spitalul Colentina.

Nev jonctional displazic Nev jonctional displazic

Vlelanom ulcerat invaziv Melanom nodular

n hipoderm in derm

Carcinom colon Carcinom gastric Carcinom cu celule scuamoase

Figura 3. Analiza specimenelor histopatologice reprezentand leziuni melanocitice
benigne sau maligne si leziuni nonmelanocitice cu anticorpi anti-hDCT in
imunohistofluorescenta (a,b,c,d,g,h,i) si in imunohistochimie (e,f).
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2. Analiza comparativd a expresiei DCT si a Tyr in linii de melanom uman si
specimene histopatologice reprezentand leziuni melanocitice umane

2.1 DCT este un antigen complet procesat in linii de melanom uman in care Tyr fie nu
exte exprimata fie este incomplet procesata

DCT si Tyr sunt proteine cu structuri omoloage, ambele implicate In sinteza
melaninelor. Proteinele melanogenetice sunt exprimate si de melanocitele transformate
(celulele de melanom) dar nivelul de expresie si procesarea acestora sunt diferit alterate n
tumori, acest fapt avand un impact negativ asupra detectarii populatiilor celulare tumorale.
Rapoarte ale altor grupuri au indicat ca expresia DCT creste in vreme ce a Tyr scade in
melanoamele murine in stadii avansate de malignitate si in cele nepigmentate (14).

Analiza DCT si a Tyr s-a efectuat comparativ, la nivel de ARNm si proteind, in celule
pigmentate de melanom uman metastatic, linia MNT-1, celule amelanotice de melanom uman
primar, linia MJS si metastatic, linia SK28 (Fig. 4). La nivel de mRNA celulele SK28
exprima ambii markeri in vreme ce liniile MNT-1 si MJS au un nivel mai scazut de DCT. Tyr
este intens exprimata de celulele pigmentate MNT-1 dar este absentd in linia MJS, care este
pozitiva pentru DCT (Fig. 4A). Linia A375 ce reprezinta celule de melanom uman metastatic
amelanotic, fiind deja cunoscuta pentru lipsa ambelor antigene DCT si Tyr la nivel de mRNA,
a fost utlizata drept control negativ pentru lineajul melanocitic. Linia SaOs2 este o linie de
osteosarcom uman si a servit drept control celular pentru lineaj nemelanocitic. Ambele linii
celulare, A375 si SaOs2 au confirmat specificitatea primerilor utilizati pentru DCT si Tyr. La
nivel de proteind DCT este detectatd in trei linii de melanom sub forma dubletului
caracteristic de 82kDa si 62kDa reprezentand glicoformele complexa si respectiv de precursor
ale DCT (Fig. 4B). Dupa tratamentul cu EndoH banda de DCT de 82kDa, ce contine glicani
complecsi, se deplaseaza usor intr-o pozitie inferioarad in vreme ce banda de 62kDa, ce contine
glicani oligomanozidici, complet sensibili la digestia cu EndoH migreaza in pozitia
polipeptidului, evidentiat prin digestia cu PNGase F ce inlaturd complet toate formele de N-
glicani. Banda de Tyr este intens vizibild in celulele MNT-1 si nedetectabild (asa cum este
asteptat) in MJS (Fig. 4C).

Tn MNT-1 Tyr apare ca o fractie majora, partial sensibila la EndoH, reprezentand Tyr matura

cu glicani hibrizi si o fractie mai micd de precursor de Tyr, complet sensibild la EndoH.
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Celulele SK28 exprima numai Tyr imatura, cu glicani oligomanozidici care dupa digestia cu

EndoH co-migreaza cu polipeptidul de Tyr (Fig. 4C).
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1 =B TRP-2

Relative transcript level
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Figura 4 DCT si Tyr sunt antigene cu niveluri distincte de expresie si procesare in
liniile celulare de melanom uman (A) Nivelul de mRNA pentru Tyr si DCT
determinate prin analiza RT-PCR semicantitativa. Sunt prezentate mediile si SEM a 3
experimente independente. (B, C) Expresia Tyr si a DCT analizate prin WB.
Supernatantele lizatelor celulare au fost deglicozilate (+) sau nu (-) cu EndoH or PNG-

aza F. Figurd adaptatd cu permisiunea Wolters Kluwer Health/ Lippincott Williams & Wilkinst dupa
Filimon et. al Value of Dopachrome tautomerase detection in the assesment of melanocytic tumours,
Melanoma Research 2014, Vol 24, No

3.http://journals.lww.com/melanomaresearch/fulltext/2014/06000/Value of dopachrome tautomerase
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2.2 Disjunctia expresiilor DCT si Tyr in procesul de transformare neoplazica a
melanocitelor creaza profiluri antigenice multiple

Avind la bazd rezultatele din liniile celulare de melanom ce aratd nivelul diferit al
expresiei DCT si Tyr cat si procesarea lor distinctd am considerat cd acest fapt este foarte
probabil sa apara si la nivelul populatiilor celulare tumorale. Pentru a confirma aceasta teorie
si a analiza cum acest eveniment molecular se coreleazd cu transformarea neoplazica si
progresia malignd am determinat expresia DCT si a Tyr in 166 de preparate histopatologice
ale leziunilor melanocitice benigne si maligne: 9 nevi jonctionali (JN), 23 nevi compusi (CN),
21 nevi displazici (DN), 60 de melanoame cu extindere in suprafatd (SSM), 29 de melanoame
nodulare (NM), 11 melanoame acromice (ACM) si 13 melanoame acral-lentiginoase (ALM)
Prin utilizarea tehnicii de IHF am detectat prezenta simultanda a DCT si Tyr in populatii
celulare identice ale componentei tumorale din diverse specimene, translatand practic
abordarea celor 2 antigene de la nivelul celular la cel tisular. Probele marcate si analizate au
fost grupate in patru tipuri: pozitive, fie pentru Tyr, fie pentru DCT (DCT-/Tyr+; DCT+/Tyr-
), duble pozitive sau duble negative pentru ambii markeri DCT si Tyr (DCT-/Tyr-;
DCT+/Tyr+). Distributia procentuala in cadrul fiecarui grup este prezentatda schematic in Fig.
S5A. Expresia exclusiva a Tyr se mentine in toate tipurile de leziuni, In procente variabile, ceea
ce confirma faptul ca Tyr este biomarkerul standard in evaluarea melanomului, in vreme ce
probele care exprimd doar DCT sunt specimene de ALM (31%) si ACM (9%). Prezenta
specimenelor duble negative (DCT-/Tyr-) este nuld in grupul leziunilor benigne (JNs, CNs) si
premaligne (DNs) si creste in cele maligne (SSMs, NMs, ACMs).

DCT si Tyr sunt enzime melanozomale indispensabile pentru producerea melaninei in
melanocitele din piele, care sunt Tntotdeauna pozitive pentru ambele antigene. Tn
transformarea neoplazicd a melanocitelor si progresia malignd a melanomului apare
descresterea sau chiar lipsa expresiei celor doud antigene (15), DCT si Tyr fiind co-exprimate
sau exprimate separat In specimenele analizate. Prezenta expresiei DCT 1n majoritatea
tumorilor este Tn consens cu alte studii care raporteazd cd DCT este exprimatd in 67% din
nevii testati, in 83% din melanoamele primare si 100% din melanoamele metastatice (16).
Existd o corelatie clard intre procesul de transformare neoplazicd a melanocitelor din
progresia malignd si procesul molecular de disociere a expresiei DCT de cea a Tyr in
populatii celulare distincte (Fig. 5A). Co-expresia DCT/Tyr este caracteristicd doar pentru

nevii jonctionali (JN) ce reprezintd cea mai benigna tumora melanocitica, apare intr-un
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procent mai mic in alte tipuri de nevi benigni cum ar fi nevii compusi (CNs-18%) sau tumori
premaligne cum ar fi nevii displazici (DNs-21%) si este absentd in leziuni maligne (SSMs,
NMs, ACMs).

A
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JN CN DN SSM NM ACM ALM JN CN DN SSM NM ACM ALM
B TRP2-Tyr+ B TRP2+/Tyr- OSubtyped  ESubtvoe!  HSubtype2
O TRP2-/Tyr- O TRP24+/Tyr+ tbtype ubtype tbtype

Figura5 Reprezentarea schematica a expresiilor DCT si Tyr analizate prin IHF in
specimene histologice reprezentand leziuni melanocitice benigne si maligne
Clasificarea leziunilor melanocitice in functie de expresia DCT si Tyr. Tipurile de
specimene, indicate pe axa X, sunt analizate pentru expresia DCT si Tyr si contributia
fiecarui tip exprimat ca procent din numarul total este indicat pe fiecare coloana (A).
Distributia subtipurilor 0, 1 si 2 in cadrul specimenelor DCT+/Tyr+. Specimenele
histologice care exprima arhitectura subtipurilor 0, 1 si 2 sunt indicate pe axa X.
Contributia fiecarui subtip calculat ca procent din numarul total al specimenelor
DCT+/Tyr+ este indicat pe coloanele corespunzatoare (B). JNs- Nevi Junctionali; CNs -
Nevi Compusi; DNs - Nevi Displazici; SSMs - Melanoame subtiri; NMs - Melanoame
Nodulare; ACMs - Melanoame Acromice; ALMs - Melanoame Acral Lentiginoase. Figura
reprodusa cu permisiunea Wolters Kluwer Health/ Lippincott Williams & Wilkinst dupa Filimon
et. al Value of Dopachrome tautomerase detection in the assesment of melanocytic tumours,
Melanoma Research 2014, Vol 24, No
3.http://journals.lww.com/melanomaresearch/fulltext/2014/06000/Value of dopachrome taut

omerase detection in the.5.aspx

Opus, specimenele duble negative nu sunt dectate in nici un caz de nevi si procentul lor creste
in melanoamele maligne. Aceasta este in consens cu teoria ca descresterea severa a expresiilor
antigenelor de melanom initiaza sau creste malignitatea contribuind la evadarea tumorii de

sub controlul sistemului imun.
2.3 Arhitectura moleculari a specimenelor DCT+/Tyr+ - Fenotipul DCT
Tn fiecare tip de leziune mai mult de 50% din specimenele testate exprima ambele

antigene DCT si Tyr (DCT+/Tyr+). Urmarind distributia celor doud antigene in celulele din
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componentele tisulare se identifica trei situatii denumite conventional subtipurile 0, 1 si 2
(Fig. 5B, Fig. 6). Subtipul 0 definit de celulele nevice sau tumorale care co-exprima DCT si
Tyr, este caracteristic JNs. Subtipul JNO este identificat in toate specimenele JN, reprezentand
astfel 100% din JNs duble pozitive, si apare intr-un procent mai mic in CNs (18%), DNs
(21%), fiind practic absent in SSMs, NMs, ACMs si ALMs. O imagine reprezentativa a
subtipului 0 este prezentata in Fig. 6a-c, aratand un specimen JNO in care toate celulele nevice
din regiuni distincte ale probei contin atat Tyr (Fig. 6a,c) cat si DCT (Fig. 6b,c). Subtipul 1
sau Fenotipul DCT este caracterizat de aparitia a numeroase celule individuale sau
aglomerate (clusterate) pozitive pentru DCT sau Tyr. Segregarea populatiilor mixte
DCT+/Tyr- si DCT-/Tyr+ devine marcanta in celulele tumorale din derm si culmineaza cu
disocierea completa a expresiilor DCT si Tyr in celulele care ocupad largi portiuni intradermale
(arii 1D). Fenotipul DCT este absent in JNs si se exprimd in procentaje aproximativ
asemanatoare in CNs, DNs, NMs, ACMs, ALMs si SSMs (Fig. 5B,). O imagine
reprezentativa a acestui subtip este prezentatd in Fig. 6d-i. Celule individuale sau grupate
exprimand Tyr sunt localizate in aria subepidermala (SE) (Fig. 6,d) si sunt sau nu pozitive
pentru DCT (Fig. 6e). In profunzimea tesutului Tyr devine complet negativa (Fig. 6g) si
celulele tumorale retin doar expresia DCT (Fig. 6h). Imaginile combinate si detaliile marite
prezentate ca inseturi aratd clar ca procesul de disociere a expresiilor DCT si Tyr incepe in
straturile superioare ale componentelor tumorale (Fig. 6f) in care celulele galbene, ce
pastreaza expresia dubla a DCT si Tyr, apar langa celule care exprima doar DCT (rosii) sau
doar Tyr (verzi). Perpetuarea celulelor DCT+/Tyr- continua in dermul mijlociu si profund
unde expresia Tyr este complet negativa (Fig. 6i). O arhitectura similara ce defineste subtipul
1 este detectatd in CNs sau in SSMs asa cum este prezentat in Fig. 7 si Fig. 8. Subtipul 1 este
detectat in procente asemanatoare in NMs, CNs si DNs (Fig.5), arhitectura fiind totusi diferita
intre cele trei tipuri de specimene. In CN1, DN1 sau SSM1 segregarea expresiilor DCT si Tyr
este gradati in vreme ce in NM1 acest proces este abrupt. In aria SE din specimenul NM1 se
observa grupuri de celule ce exprima preponderent DCT (rosii) sau Tyr (verzi) (Fig. 6j).

Componenta ID (Fig. 6 k) sau cea din dermul profund (Fig.6l) a specimenului NM1 contine
arii largi cu celule DCT+/Tyr- similare cu ceea ce este detectat in dermul inferior in CN1 sau
SSMI1. O situatie particulara a subtipului 1 este intdlnita in cateva specimene acral
lentiginoase (ALM) si acromice (ACM) (Fig. 6 m-0) in care expresia Tyr este complet

negativa in Intregul specimen in vreme ce DCT este intens exprimata in nodulii
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Figura 6 Arhitectura moleculara a subtipurilor 0,1 si 2 in specimenele DCT+/Tyr
+. Probele au fost marcate pentru DCT (anti-hDCT), Tyr (T311) si nuclei (DAPI/albastru) si
analizate prin IHF. Specimene reprezentative pentru fiecare subtip (0, 1 si 2) si componentele
tumorale (SE, subepidermal; ID, intradermal; derm profund) sunt prezentate. Marirea originala
X40. Figurd reprodusd cu permisiunea Wolters Kluwer Health/ Lippincott Williams & Wilkinst dupa
Filimon et. al Value of Dopachrome tautomerase detection in the assesment of melanocytic tumours,
Melanoma Research 2014, Vol 24, No
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tumorali deja formati atat in aria SE (Fig. 6m) cat si in componenta ID (Fig. 6n) sau in
dermul profund in celule pozitionate de-a lungul vasculaturii tumorale (Fig. 60).

Subtipul 2 este definit de prezenta celulelor care exprima DCT si Tyr fie impreunad fie
disociate in straturile tisulare diferite ale specimenelor investigate. Tn specimenele clasificate
ca subtipuri 2 nu existd lipsa completa a expresiei DCT sau a Tyr in dermul profund (Fig. 6p,
r,s).

2.4 Semnificatia clinici a fenotipului DCT — In incercarea de a atribui fenotipului

DCT o semnificatie clinica am asociat datele obtinute din analiza I[HF a expresiei DCT/Tyr cu
datele din rapoartele anatomopatologice ale specimenelor respective. Am identificat 2 leziuni
benigne de nevi compusi $i 2 leziuni maligne de melanoame subtiri a caror analizd sustine
teoria conform careia fenotipul DCT ar putea fi asociat cu anumiti parametri clinici si de
prognostic nefavorabil, date prezentate n Fig. 7 si Fig.8.

Fenotipul DCT in leziuni melanocitice benigne asociat cu procesul de neurotizare -

Tn Fig. 7 sunt prezentate doud specimene, unul reprezentativ pentru fenotipul DCT si altul cu
molecularitate diferita notate conventional, CN1-A (Fig. 7,a-f) si respectiv CN-B (Fig. 7,g-1).
Specimenul CN1-A apartine fenotipului DCT, caracterizat prin disocierea inceputa in stratul
SE (Fig. 7,a,c) si continuata prin perpetuarea celulelor nevice DCT+/Tyr- in dermul mediu
(Fig. 7,d-f). Specimenul CN-B apartine subtipului 2, cu celule co-exprimand DCT si Tyr
grupate in cuiburi subepidermale (Fig. 7,9-i). Intradermic, coloratia atat pentru DCT cat si
pentru Tyr este slaba dar detectabila (Fig. 7,j-1). Rapoartele anatomopatologice pentru
specimenele descrise in Fig. 7 indica faptul ca specimenul apartinand fenotipului DCT (CN1-
A) prezintd neurotizare crescutd in adancime spre deosebire de nevul CN-B ce preyinta
neurotizare moderatd in adancime.

Fenotipul DCT in leziuni melanocitice maligne asociate cu procesul de ulceratie

Tn Fig. 8 sunt prezentate doud specimene SSM referite aici ca SSM1-A (Fig. 8a,f) si SSM-B
(Fig. 8g-1). Specimenul SSM1-A prezinta tiparul fenotipului DCT, cu expresia disociata in
celule de melanom a DCT si Tyr ce incepe in arii IE (Fig. 8a,c) si perpetuarea celulelor
tumorale DCT+/Tyr- in derm (Fig. 8d-f). Specimenul SSM-B apartine subtipului DCT-/Tyr+
cu arii largi intra epidermale ocupate de cuiburi de celule DCT-/Tyr+ (Fig. 8g-i) care patrund
si in dermul papilar (Fig. 8j,1). Specimenele apartinand fenotipului DCT (SSM1-A) se disting
de celelalte (SSM-B) prin ulceratie si numarul crescut de mitoze. Important de notat este ca in

ambele specimene, SSM1-4 si SSM-B, indexurile Clark sunt identice(ll) iar grosimile Breslow
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ale tumorilor sunt de 0,45 respectiv 0,5, ceea ce le discrimineaza fiind ulceratia, numarul de
mitoze si arhitectura moleculara a expresiei DCT/Tyr.

Rapoarte anterioare despre linii celulare de melanom murin au ardtat ca expresia DCT este
independent reglatd de a celorlalte TRP (17). Datele din acest studiu despre DCT si Tyr au
confirmat ca expresia si procesarea celor doud antigene este distincta si in celule de melanom
uman. De aceea faptul ca populatii celulare tumorale in sectiunile histopatologice analizate

exprima separat DCT si Tyr nu a fost un rezultat neasteptat.

CN1-A/Fenotip DCT
Arie
subepidermala

Derm
mediu

CN-B/subtip 2
Arie
subepidermala

superficial

Derm

Figura 7. Analiza la nivel molecular a doua specimene de leziuni melanocitice
benigne. Probele sunt marcate pentru DCT (anti-hDCT), Tyr (T311) si nuclei
(DAPI/blue) si analizate prin IHC. Fenotipul DCT este caracteristic specimenului
cu neurotizare crescuta (CN1-A). Magnificarea originala este X40.

Figura adaptatd cu permisiunea Wolters Kluwer Health/ Lippincott Williams & Wilkinst
dupa Filimon et. al Value of Dopachrome tautomerase detection in the assesment of
melanocytic tumours, Melanoma Research 2014, Vol 24, No
3.http://journals.lww.com/melanomaresearch/fulltext/2014/06000/Value of dopachrom
e _tautomerase detection in the.5.aspx
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Mult mai neasteptat a fost ca in specimenele dublu pozitive sd identificam o arhitectura
specifica, cu celule Tyr+ care raman mereu in straturile superioare ale componentei tumorale
in vreme ce populatiile celulare DCT+ sunt mereu in derm. Acest rezultat este In consens cu
ceea ce raporteaza Hashimoto Y. si colab. (18) ce arata ca in nevi expresia Tyr (proteind) este

restransa la nivelul stratului bazal/dermului superior in vreme ce ARN-ul mesager pentru

intraepidermala

Arie

SSM1-A/Fenotip DCT

Derm papilar

SSM-B /DCT-/Tyr+
Arie
Derm papilar intraepidermala

Figura 8 Analiza la nivel molecular a doui specimene de leziuni melanocitice
maligne. Probele sunt marcate pentruDCT (anti-hDCT/rosu), Tyr (T311/verde) si nuclei
(DAPV/albastru) si analizate prin IHC. Fenotipul DCT este caracteristic specimenului cu
ulceratie (SSM1-A) (Tabelul 4). Magnificarea originala este 20X in SSM-B si 40X in
SSM1-A. Figurd reprodusa cu permisiunea Wolters Kluwer Health/ Lippincott Williams &
Wilkinst dupa Filimon et. al Value of Dopachrome tautomerase detection in the assesment oOf
melanocytic tumours, Melanoma Research 2014, Vol 24, No
3.http://journals.lww.com/melanomaresearch/fulltext/2014/06000/Value of dopachrome tau
tomerase detection in_the.5.aspx

DCT este detectatd in toate straturile, bazal, de sus, de mijloc si profund al dermului. in
consens cu aceste date este si studiul lui De Vries T.J si colab. (19) care subliniaza ca expresia

Tyr este scazuta semnificativ in progresia melanomului.
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Dupa cum se observd DCT dar nu si Tyr este exprimata in 31% ALMs toate avand
caracteristicile de malignitate avansata si prognostic nefavorabil. Mai mult categoria ALM
este una cu cel mai mare procent de specimene dublu negative. Pierderea totald a expresiei
Tyr si retinerea DCT ar putea reprezenta o particularitate a unor pacienti cu ALMs. Aceasta
molecularitate s-ar corela cu anumite caracteristici ale tipului ALM care il disting de alte
tipuri de melanoame in termeni de prognoza nefavorabild, agresivitate crescutd si un stadiu
mult mai avansat n realitate decat cel indicat de parametrii clinici. (20,21). Tn afara categoriei
ALM, si melanoamele acromice (AC) includ specimene ce exprimi exclusiv DCT. In
majoritatea AC Tyr este dectatd dar probabil se exprima ca precursor instabil, similar Tyr din
linia amelanotica SK28 (Fig. 4C) (22) sau alte linii amelanotice (23) si acest rezultat poate fi
o explicatie pentru numarul relativ mare de specimene AC pozitive pentru Tyr. Totusi in
liniile celulele amelanotice DCT, spre deosebire de Tyr, este un antigen complet procesat,
stabil si foarte bine detectabil in specimenele AC negative pentru Tyr. Din aceste motive DCT
ar reprezenta un marker mult mai adecvat decat Tyr in acest tip de leziuni. Acest rezultat este
sustinut si de datele lui Orlow S.J. si colab. (24,25) care a raportat ca in tumorile amelanotice
Tyr este adeseori deficienta in vreme ce expresia DCT persistd. Choi C. si colab (26) si
Smedley R.C si colab (27) recomandda DCT ca marker de diagnostic in melanoamele canine
acromice. Si specimenele AC investigate aici si pozitive doar pentru DCT au un profil de
malignitate avansat sugerdnd ca expresia DCT, deja cunoscutd ca proteind antiapoptotica,
participanta in rezistenta celulard la stres, ar putea fi implicatd si in evolutia neasteptat de
agresiva a unor melanoame acromice (28).

Referitor la semnificatia clinica a fenotipului DCT, observdm ca in cazul specimenelor
analizate in Fig.7, largi arii de celule intradermale DCT+/Tyr- sunt detectate in nevi compusi
caracterizati de intensa neurotizare. Schimbarile neuroide in proliferarea melanocitica sunt
descrise in general ca observabile la baza nevului demal. Structurile tumorale constau in
celule de tip C (elongate cu nucleu in forma de fus, asemanator cu fibroblastele sau celulele
Schwann) aranjate n tipare ce amintesc de fibrele nervoase sau de organele neurale cum ar fi
corpusculii Wagner-Meissner (29). Activitatea deja documentata anti-apoptotica a DCT (30),
care se exprimad intens In ariile puternic neurotizate ar fi in consens si posibil contributiva la
binecunoscuta stabilitatate crescuta si proliferare scazuta a acestor celule nevice (31,32).

In specimenul de melanom malign subtire prezentat in Fig. 8 ca avand fenotipul DCT,
singurul parametru clinic care 1l distinge de celdlalt specimen tot de melanom subtire dar
nefiind un fenotip DCT, este ulceratia. Desi ulceratia si grosimea tumorii sunt doi parametrii

care se coreleaza (33) (34) in acest caz un pacient are ulceratie iar celdlalt nu, desi ambii au
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indexuri Clark identice si grosimi Breslow ale tumorilor de 0,5 respectiv 0,45 mm. Cei doi
pacienti nu au revenit la control dupa extirparea tumorii si nu exista informatii despre statusul
lor postoperator. O comunicare recentd a indicat cd desi majoritatea melanoamelor subtiri nu
pun probleme de risc existd o categorie redusd cu ulceratie care dezvoltd in mod neasteptat
tumori agresive (35). Faptul ca segmentul de pacienti cu melanoame subtiri ulcerate care
dezvolta tumori agresive, ar putea avea ca si parametru caracteristic fenotipul DCT este

sustinut de datele prezentate in ultima parte a studiului.

2.5 Populatiile celulare DCT-pozitive intradermale din melanoamele subtiri (SSMs)
dobandesc expresia si distributia subcelulara a biomarkerilor sugestivi pentru
prognosticul nefavorabil

Etapa urmatoare a avut ca scop caracterizarea populatiilor celulare maligne DCT+
prezente in componenta intradermald. Au fost alese specimenele SSM1-A (Fig.8) si ALM-
DCT+/Tyr- (Fig. 6), reprezentind o tumori in stadiu avansat). In conformitate cu parametrii
clinici, specimenul ALM este de asteptat sa contind markeri de progresie maligna sugestivi
pentru prognosticul nefavorabil, fiind utilizat drept ,,control pozitiv’ pentru expresia acestora
ca si pentru distributia lor subcelularda. Mai mult, acest specimen ALM este negativ pentru
expresia celorlalte antigene de melanom, TRP-1 (Fig. 9a, al) si MART-1 (Fig. 9b, bl) si are
un nivel foarte scazut al expresiei gp100 (Fig. 9c,cl).
Hif-/a este principalul reglator al proceselor celulare ca raspuns la conditiile hipoxice, fiind
un factor de transcriptie ce regleaza expresia a 60 gene implicate in tumorigeneza, apoptoza si
progresia maligna in diferite tipuri de cancere. In specimenul SSM1 melanocitele izolate din
stratul dintre D-E si care exprima DCT, asa cum era de asteptat, nu sunt pozitive pentru Hif-
la (Fig. 10a, al). Celulele DCT+ ce invadeaza dermul in SSM1 (Fig. 10b, bl) co-exprima
Hif- 1a, citoplasmatic similar cu cele din hipodermul specimenului ALM (Fig. 10c, cl).
Aceasta indica selectia celulelor capabile sa supravietuiascad in conditii severe de stres
ambiental in care Hif-1a se stabilizeaza in citoplasma ca urmare a stoparii degradarii sale, asa
cum este raportat in cancerul de san (36) sau carcinomul colorectal (37).
Caveolin-1 (Cav-1) este o proteina implicatd in multiple procese celulare inclusiv cele
prezente in tumorigenezi. In SSM1, celulele DCT+ din stratul IE co-exprima Cav-1 in
granule citoplasmatice/nucleare sau in segmente care decoreaza PM (Fig. 10d, d1). in
componenta ID Cav-1 este exprimata dar in celulele negative pentru DCT (Fig. 10e, el), in
vreme ce Tn specimenul ALM, toate celulele sunt negative pentru Cav-1 (Fig. 10f, f1). Tn

celulele de melanom supraexpresia de Cav-1 este corelatd cu atenuarea capacitatilor
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migratorii si a potentialului metastatic al celulelor tumorale (38). Clonele DCT intradermale,

negative pentru Cav-1 similare clonelor din specimenul ALM pot dobandi capacitati
DCT-TRP1 DCT- DCT-Gp100

Figura 9. Analiza expresiei DCT comparativ cu a altor antigene melanozomale,
TRP-1, MART-1 si gp-100, intr-o leziune ALM de malignitate avansata
Figura reprodusa cu permisiunea Wolters Kluwer Health/ Lippincott Williams & Wilkinst dupa

Filimon et. al Value of Dopachrome tautomerase detection in the assesment of melanocytic
tumours, Melanoma Research 2014, Vol 24, No
3.http://journals.lww.com/melanomaresearch/fulltext/2014/06000/Value of dopachrome tau

tomerase detection in the.5.aspx

migratorii spre deosebire de celulele din ariile intraepidermale care co-exprima Cav-1. Ciclina
D1 (Cycl D1) si Ciclina E (Cycl E), impreuna cu kinazele reglatoare-dependente si inhibitorii
care actioneazd pentru a determina tranzitia celulelor prin fazele G1 si S, sunt consistent
supraexprimate Tn melanoamele metastatice comparativ cu nevii. Tn specimenul SSM1 in
componenta IE, numeroase celule DCT+ sunt intens pozitive si pentru Cycl D1 nucleara (Fig.
109, g1), in vreme ce in aria ID celulele DCT+ sunt slab marcate pentru Cycl D1 nucleara, si
celulele care sunt intens pozitive pentru Cycl D1 nucleara nu exprima DCT (Fig. 10h, h1). Tn
specimenul ALM (Fig. 10i, i1), Cycl D1 nucleara este exprimata ocazional in celule DCT+, in
vreme ce mult mai multe celule pozitive pentru DCT exprima si Cycl D1 citoplasmatica. Nu a
fost detectata coloratie pentru Cycl E in celulele tumorale incluzadnd si celulele DCT+
localizate in ariile 1E ale specimenului SSM1 (Fig. 10j, j1). Totusi, acest marker este intens
exprimat in citoplasma celulelor DCT+ in grupuri celulare intradermale ID din SSM1 (Fig.
10k, k1), intocmai ca in populatiile celulare DCT+ identificate in specimenul ALM (Fig. 10I,
11), ceea ce ar putea conferi caracteristici metastatice avansate celulelor intradermale DCT+ in
SSM1. Clonele intradermale DCT+ nu mai exprima Cycl D1 nucleara, ceea ce e in
concordanta cu datele raportate de Ramirez J.A si colab. (39) care arata ca expresia de Cycl
D1 scade in componentele tumorale inferioare. Aceasta sugereaza ca celulele DCT+ din
componenta dermald inferioard ar avea o capacitate mai scdzutd de proliferare. Atat in

specimenul ALM cét si in componenta intradermald a specimenului SSM analizat, clonele
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DCT+ exprima Cycl D1 si Cycl E in citoplasma. Expresia Cycl D1 este amplificatd in special
melanoamele acrale (40) si sechestrarea ei anormala n citoplasma celulelor mamaliene
tumorale (41) previne apoptoza similar mecanismelor intélnite in celulele neuronale (42).
Izoformele Cycl E cu greutate moleculara mica (LMW-E) ce apar ca fiind produse in mod
particular in celulele tumorale dar nu si in cele normale (43) sunt asociate cu stimularea
angiogenezei si al potentialului metastatic al celulelor umane de melanom in vivo (44) si
acumularea lor citoplasmatica contribuie la tumorigenicitatea celulara (45).

Bcl-2 este in principal cunoscuta ca o proteina avand capacitatea de a prelungi supravietuirea
celulelor hematopoietice si neuronale prin blocarea apoptozei. In specimenul SSM1, grupuri
de celule din stratul dintre D-E sau in componenta IE sunt pozitive fie pentru DCT fie pentru
Bcl-2 (Fig. 10m, m1).

Tn dermul specimenului SSM1 a fost detectat un grup de celule tumorale DCT+ exprimand
Bcl-2 in nucleu (Fig. 10n, n1) similar cu celulele DCT+ din specimenul ALM (Fig. 100, 0l).
Tn final , clonele intradermale DCT+ dobandesc expresie Bcl-2. O crestere a expresiei Bcl-2
n fenotipul DCT+/Bcl-2+ ar putea schimba caracteristicile tumorii potentand progresia catre
fenotipuri puternic metastatice asa cum s-a raportat in alte studii pe melanom sau in tumori
derivate de la celule endoteliale ce supracxprima Bcl-2 (46, 47).

Bazat pe datele prezentului studiu si pe ceea este deja cunoscut despre DCT, teoria noastra,
prezentatd schematic in Fig. 11, este ca disjunctia dintre expresiile DCT si Tyr este un
eveniment molecular timpuriu in transformarea neoplazica a melanocitelor. DCT si Tyr sunt
co-exprimate in melanocitele din pielea normala (Fig. 11, galben/portocaliu). Tn timpul
transformarii neoplazice, expresiile DCT si Tyr devin disociate in populatii celulare distincte
(Fig. 11, DCT-rosu; Tyr-verde). in JN, DCT/Tyr sunt incd coexprimate in toate celulele
nevice (subtipul 0). O arhitectura tumorala particulard in care celulele DCT- /Tyr+ sunt
mereu preznete in dermul superficial, in vreme ce celulele DCT+/Tyr — invadeaza dermul
profund este defininitd ca subtipul 1 sau ‘fenotipul DCT’ asa cum apare in nevii compusi
(CN) si displazici (DN) si in fenotipurile maligne (SSM, NM, ALM, ACM). Procesul de
disjunctie abrupta a expresiei DCT/Tyr pare a fi reprezentativ pentru melanoamele nodulare
si specimenele cu faza de crestere verticala adanca (ALMs sau ACMs cu Breslow 12, 17, 22
mm). In CN acest fenotip este asociat cu neurotizare. In SSM, spre deosebire de JN si
straturile subepidermale (SE), populatiile celulare DCT pozitive intradermale dobandesc
expresia si distributia subcelulara a biomarkerilor asociati cu migrarea (Cav-1-),

supravietuirea 1n conditii de stres (Hif-1a citoplasmic), mecanisme antiapoptotice activate
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(Bcl-2+, Cvel D1 citanlasmicd) gi potential crescut angiogenic si metastatic (Cycl E+
SSM1-A /Fenotip DCT

cytoplasmic Strat D-E, arii
sub-/ intra-epidermale

Hif 1a-DCT

Cav-1-DCT

Ciclin D-DCT

Ciclin E-DCT

Bcl-2-DCT

SSM1-A /Fenotip DCT

arii intradermale ALM /DCT+/Tyr-

Figura 10. Caracterizarea fenotipului DCT in raport cu biomarkeri de prognostic

nefavorabil si progresie maligna. Figura adaptatd cu permisiunea Wolters Kluwer Health/
Lippincott Williams & Wilkinst dupa Filimon et. al Value of Dopachrome tautomerase detection
in the assesment of melanocytic tumours, Melanoma Research 2014, Vol 24,
No03.http://journals.lww.com/melanomaresearch/fulltext/2014/06000/Value of dopachrome
tautomerase detection in_the.5.aspx
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Figura 11. Reprezentarea schematica a procesului de disociere a DCT si Tyr
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2.6 Concluzii generale si Perspective

- DCT, spre deosebire de Tyr este exprimata si complet procesatd de-a lungul caii secretorii
atat in celulele de melanom pigmentat cat si in cele de melanom amelanotic.

- Majoritatea tumorilor investigate sunt pozitive pentru ambele antigene DCT si Tyr
demonstrand cd DCT este un antigen stabil, bine exprimat.

- Expresiile disjuncte ale DCT si Tyr in populatii celulare distincte sustin utilitatea adaugarii
Tyr si alti biomarkeri sunt slab exprimati sau absenti.

- Disocierea expresiilor DCT si Tyr in leziuni melanocitice este corelatd cu transformarea
neoplazica a melanocitelor si cu progresia maligna si ar putea fi privitd ca un eveniment
molecular caracteristic initierii si evolutiei MC.

- A fost identificata o arhitectura moleculara specifica, pe care noi am denumit-o fenotip DCT
si care este corelatd cu parametrii patologici specifici in leziuni benigne si maligne ca
neurotizarea si respectiv ulceratia. In unele melanoame subtiri populatiile celulare DCT+
intradermale exprima biomarkeri de progresie metastatica si prognostic nefavorabil, aducand
in atentie un posibil fenotip caracterizat de agresivitate si rezistenta terapeutica crescuta.

- Fenotipul DCT poate fi privit ca un fenotip ,,care cedeaza greu” (‘die-hard’) care in tumorile
benigne, nu reprezintd o problemad amenintitoare, vitala. Totusi, celulele DCT prezente in
dermul profund al leziunilor maligne timpurii dobandesc expresia si distributia subcelulara a
markerilor moleculari raportati de alte studii ca fiind asociati in tipuri diferite de neoplasme
incluzand melanomul cu: capacitate migratorie extinsa (caveolin-1-), supravietuire in conditii
de stres (Hif-lo+ citoplasmic), mecanisme antiapoptotice activate (ciclina D+ si Bcl-1+
cytoplasmic), potential angiogenic si metastatic (ciclina E+ citoplasmic). Fenotipul
intradermal DCT reprezinta un parametru care ar trebui evaluat Intr-o analiza multifactoriala
de prognostic a leziunilor melanocitice.

- Anticorpul anti-hDCT obtinut in cadrul IBAR este adecvat pentru identificarea DCT in
specimene histopatologice si pentru alte studii moleculare privind analiza DCT in linii

celulare de melanom.
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PARTEA Il NANOPARTICULE PENTRU ELIBERAREA
TINTITA DE COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI

INTRODUCERE

Nanotehnologia este o stiinta care se ocupa cu sinteza, caracterizarea si utilizarea
materialelor cu dimensiuni de maxim 100 nm in cel putin o dimensiune. Dendrimerii sunt
nanoparticule de 1-15 nm, polimerice, tridimensionale cu o stuctura inalt ramificata si o forma
globulara in care toate legaturile chimice pornesc radial dintr-o zona centrala reprezentata de
o molecula mica sau un polimer mic liniar. Termenul dendrimer provine din limba greaca si
evidentiaza forma unicad a acestor macromolecule: dendron, ce inseamna copac sau creanga
iar meros inseamna parte. Din punct de vedere structural, dendrimerii sunt caracterizati de
trei substructuri distincte: o zond centrala multifunctionala, generatii de unititi repetitive
(notate cu 3) atasate la zona centrald si o suprafatd externd cu grupari terminale functionale.
Dendrimerii prezinta un grad mare de uniformitate moleculara si proprietati caracteristice atat
chimiei moleculare datoritd sintezei treptate in conditii controlate cat si chimiei polimerilor
deoarece sunt structuri polimerice alcatuite din monomeri. Comparativ cu polimerii liniari,
dendrimerii au o serie de proprietdti fizico-chimice superioare ce 1i recomandd pentru
eliberarea compusilor farmacologici: structura compacta si globulard comparativ cu structura
necompactd a polimerilor liniari, forma sfericd opusa conformatiei spiralate, lipsite de
organizare a polimerilor liniari, compresibilitate scazutd si solubilitate crescutd in apa si
substante nepolare (1). Aceste proprietati conferd dendrimerilor caracteristici unice ce pot
ameliora o serie de neajunsuri ale agentilor terapeutici cum ar fi solubilitatea scazutd in apa si
degradarea rapida dupa introducerea in sistemele biologice (2). O alta proprietate interesanta a
dendrimerilor este efectul de retentie datorita cavitatilor interne din structurd, ce le permite sa
Tncapsuleze agenti farmacologici, ingrediente cosmetice, ioni metalici cu rol in cataliza, etc.
Astfel dendrimerii pot lega o varietate de biomolecule prin mai multe mecanisme: de
complexare, de conjugare si de incapsulare. Sintetizati initial de catre Vogtle F. Tn 1978 prin
metode de sintezd divergente dendrimerii s-au transformat intr-o tintd atractiva pentru
industria nanotechnologiilor deoarece pot fi functionalizati prin conjugarea cu diverse tipuri
de molecule ce le modifica proprietatile fizicochimice si biologice initiale rezultdnd astfel

sisteme multivalente. Aceste sisteme permit atasarea la aceeasi molecula de dendrimer atat a
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moleculelor ce servesc tintirea specificd cat si a compusilor farmacologic activi, ceea ce poate
reduce semnificativ efectele secundare ale medicatiei asupra celulelor sanatoase.
Dendrimerii prezinta deja un spectru larg de aplicatii atat in medicina cat si in alte domenii. In
medicind dendrimerii sunt utilizati ca atare, datoritd proprietatilor antibacteriene si antivirale
intrinseci sau ca molecule suport pentru diversi agenti farmacologici si compusi folositi in
diagnostic (3). In terapia cancerului, dendrimerii prezinti numeroase aplicatii: imagistica
tumorilor, terapia fotodinamica, terapia prin captura neutronilor de catre izotopul neradioactiv
Boron-10 folosita ca metoda alternativa la terapia conventionald cu radiatii in cazul gliomului,

terapie genica, si eliberarea tintitd a agentilor farmacologici.

Aplicarea nanotehnologiilor Tn melanom urmareste atenuarea sau inlaturarea rezistentei
la tratament, cresterea eficientei terapeutice, reducerea efectelor secundare datorate terapiei si
nu in ultimul rand Imbunatitirea diagnosticului. Formuldrile terapeutice cu lipozomi,
dendrimeri, albumind umand, polimerozomi si particule pe bazd de carbon au fost concepute
pentru eliberarea compusilor chimioterapeutici n tratamentul melanomului (4), utilizarea in
terapia tintitd, imunoterapie, terapie fotodinamica, inhibarea sistemului de detoxifiere celulara
si tintirea proceselor apoptotice mediate de catre mitocondrii. Desi folosirea nanotehnologiei
pentru formularea de noi agenti terapeutici a dus la testarea clinica sau chiar vanzarea a
numeroase medicamente pentru diverse tipuri de cancer (5), in ceea ce priveste melanomul
studiile sunt incd la nivel preclinic. Au fost testate in vitro o serie de formulari ale
dendrimerilor cu diversi agenti chimioterapeutici ce s-au dovedit superioare fatd de folosirea
singulara a compusilor anti tumorali. Conjugarea agentului chimioterapeutic temolozomid
(TMZ) cu dendrimeri PAMAM are ca scop imbunatatirea eficientei terapeutice prin cresterea
timpului de injumatatire a compusului. Studiile in vitro au aratat cd internalizarea
nanostructurilor TMZ-PAMAM-PEG-GE11-HA a fost mai eficienta in celulele de melanom
metastatic A375 comparativ cu fibroblaste epiteliale umane (6). Sinteza tectodendrimerilor
sub forma de sandvisuri alcatuite din dendrimeri PAMAM de generatia 5 legati covalent de o
mantie de dendrimeri de generatia 2,5 1n care sunt incorporati agentii farmacologici
Metotrexat (MTX) si acid zolendronic (ZO) are ca scop facilitarea folosirii acestori compusi
in terapia melanomului. In mod normal MTX este lipsit de eficientd in melanom datorita
preludrii si eliminarii din celule a complexului MTX-FRa (receptorul folat) de catre
melanozomi iar ZO este un compus din clasa bifosfonatilor ce este retinut cu precadere la
nivel osos ceea ce il face inutil in tratamentul melanomului. Incarcarea tectodendrimerilor cu

6 molecule MTX a dus la obtinerea unor compusi cu o toxicitate crescuta pentru celulele de
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melanom metastatic SKMel-28 comparativ cu keratinocitele HaCaT. Astfel conjugarea cu
dendrimeri a MTX poate modifica internalizarea acestui compus de la un mecanism bazat pe
interactia cu receptorul folat a la un mecanism bazat pe macropinocitoza ce poate bloca
exocitoza MTX din celulele de melanom. Incarcarea dendrimerilor cu 31 molecule ZO a dus
la exercitarea unui efect toxic asupra celulelor de melanom (85%) dar si asupra keratinocitelor
(50%). Conjugarea doxorubicinei (DOX) cu dendrimeri PAMAM de generatie 4 si
administrarea pulmonard imbundtiteste activitatea antitumoralda a compusului si limiteaza
efectele cardiotoxice intr-un model de melanom murin cu metastaze pulmonare (7).
Administrarea pulmonara a DOX conjugata sau libera este mai eficienta comparativ cu
administrarea intravenoasa iar conjugarea cu dendrimeri micsoreaza incarcatura metastatica
pulmonara dar si distribuirea DOX 1n tesutul cardiac. Exemplele enumerate mai sus ilustreaza
beneficiile conjugarii agentilor chimioterapeutici cu dendrimeri: imbunatatirea eficientei
terapeutice prin reducerea timpului de Tnjumatatire, micsorarea toxicitatii fata de tesuturile
normale, introducerea de agenti farmacologici noi in terapia melanomului care dealtfel sunt
total lipsiti de eficientd in absenta conjugdrii cu dendrimeri. Scaderea toxicitatii sistemice
(generalizatd) prin acumularea preferentiala in tumori. este potentatd de anumite proprietati
fizico-chimice specifice nanoparticulelor ce determina internalizarea preferentiala in anumite
tipuri de celule; atasarea de liganzi specifici pentru anumiti receptori supraexprimati in
tumori; efectul ERP (enhanced permeability and retention) prin care molecule de o anumita
dimensiune (lipozomi, dendrimeri, alte tipuri de nanoparticule si compusi chimici) tind sa se
acumuleze in tesuturile tumorale mai mult decat in tesuturile normale. ERP se datoreaza
vasculaturii intratumorale alcatuitd din celule endoteliale aliniate defectuos cu spatii intre ele,
lipsita de stratul de musculaturd netedd, cu un lumen mai mare si o expresie modificatd a
receptorilor de angiotensind Il comparativ cu vasculatura tesuturilor normale. Din acest motiv,
particule cu dimensiuni suficient de mari pot patrunde prin circulatia sangvina in tumori dar
nu si in tesuturile normale. Scopul experimentelor descrise in continuare este evaluarea
pentru prima datd in culturi de celule de melanom uman, primar si metastatic, a unor
structuri glicodendrimerice de tipul poli (propilen imind) de generatia 5 (G5-PPI) pentru a
determina posibilitatea folosirii acestor nanoparticule pentru eliberarea tintita de compusi

biologic activi.
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Rezultate si discutii

1. Efectul conjugarii cu maltoza asupra citotoxicitatii dendrimerilor G5-PPI
Nanoparticulele utilizate Tn acest studiu au fost dendrimerii de tipul poli (propilen
imind) de generatia 5 iar pe baza lor au fost sintetizati glicodendrimerii cu invelis de maltoza,
in laboratorul condus de Dr. Dietmar Appelhans din Leibniz-Institute fir Polymerforschung
Dresda, Germania. Acesti nanocompusi, denumiti mai departe conventional G5-PPI, au fost
furnizati Institutului de Biochimie in cadrul unei colabordri internationale. G5-PPI sunt
nanoparticule sintetizate prin metoda divergenta pornind de la un nucleu diaminobutan caruia
1 se adauga succesiv un numar de 64 de grupari amino primare. Acest tip de dendrimeri au o
incarcaturd cationicd datoritd multiplelor grupari aminice de suprafatd si pot destabiliza
membrana celulard determinand liza celulelor. In acelasi timp gruparile aminice de suprafati
pot constitui puncte de legare pentru diverse grupari functionale (molecule fluorescente, ARN
mic de interferentd, etc) ducand la diversificarea aplicatiilor biomedicale ale acestor compusi
astfel Incat este preferabila mentinerea gruparilor amino terminale impreuna cu aplicarea unor

strategii pentru reducerea toxicitatii.
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Figura 1. Structura schematici a dendrimerilor poly(propilen imini) G5-PPI (A), a
dendrimerilor neutri G5-PPI-DS (B), a dendrimerilor cationici G5-PPI1-OS (C) si
structura chimicd a dendrimerilor G5-PPl (D). Chenarul verde marcheaza nucleul
diaminobutan. Figura adaptatd cu permisiunea Bentham Science dupa Filimon et al.,
Internalization and intracellular trafficking of poly(propylene imine) glycodendrimers with
maltose shell in melanoma cells, Curr Med Chem 2012, 19(29): 4955-68.
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Pentru analiza imagistica in structura dendrimerilor au fost grefate molecule de FITC sau
rodamind B ce permit vizualizarea acestora la microscopul de fluorescentd ca elemente verzi
(FITC) sau rosii (rodamina B).

Decorarea suprafetei dendrimerilor cu maltoza in cantitati variabile poate determina scaderea
cationicitatii si implicit a toxicitatii acestor nanoparticule cu un impact pozitiv asupra folosirii

lor drept platforme pentru eliberarea tintitd de compusi biologic activi.
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Figura 2 Efectul conjugirii cu maltoza asupra citotoxicitatii dendrimerilor G5-PP1. Liniile
celulare de melanom MIJS si SK28 au fost expuse timp de 1h la concentratii crescute de

dendrimeri fara invelis de maltoza (G5-PPI), glicodendrimeri cationici (G5-PPI-OS) sau

neutri (G5-PPI-DS). Viabilitatea celulelor a fost calculata conform protocolului din sectiunea
materiale si metode. Datele reprezintd media a trei experimente independente (n=3) realizate

n triplicat. Figura adaptatd cu permisiunea Bentham Science dupa Filimon et al., Internalization a

intracellular trafficking of poly(propylene imine) glycodendrimers with maltose shell in melanoi
cells, Curr Med Chem 2012, 19(29): 4955-68.
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Astfel, pornind de la dendrimerii G5-PPI (Fig.1 A, D) au fost sintetizati dendrimerii cationici
cu Invelis de maltoza deschis (G5-PPI-OS, Fig. 1C) si dendrimerii aproape neutri cu invelis
de maltoza dens (G5-PPI-DS, Fig. 1B) ce au fost evaluati ca sisteme potentiale cu
aplicabilitate in terapia sau diagnosticul melanomului. Experimentele au utilizat in principal
ca sisteme celulare doua linii de melanom uman amelanotic, MJS si SK28 (8), reprezentand
doud fenotipuri distincte VGP (timpuriu sau primar) si respectiv metastatic din punct de
vedere al caracteristicilor ce definesc progresia malignd in melanomul cutanat. Analiza
citotoxicitatii dendrimerilor G5-PPI-OS si G5-PPI-DS comparativ cu dendrimerii G5-PPI
parentali a evidentiat faptul ca la concentratii cuprinse intre 400 si 800 nM nici unul din
dendrimeri nu prezinta efecte toxice asupra liniilor de melanom primar, MJS (Fig. 2A) sau
metastatic, SK28 (Fig. 2B). Cresterea la peste 800 nM a concentratiilor de dendrimeri G5-PPI,
G5-PPI-0S si G5-PPI-DS, duce la scaderea viabilitatii celulare in cazul G5-PPI, Tn timp ce
viabilitatea celulelor expuse la concentratii identice de G5-PPI-OS si G5-PPI-DS ramane la
un nivel de peste 90% chiar si la cea mai crescutd concentratie de dendrimeri (6400 nM, Fig.
2A,B). Aceste rezultate demonstreaza ca citotoxicitatea dendrimerilor G5-PPI descreste
considerabil prin modificarea suprafetei lor cu maltozd, efectul fiind vizibil mai ales la
tratarea celulelor cu concentratii crescute de dendrimeri (1600-6400 nM).
2. Internalizarea dendrimerilor G5-PPI-OS si G5-PPI-DS in linii celulare de melanom
uman

Analiza internalizarii dendrimerilor G5-PPI-OS si G5-PPI-DS in diverse tipuri de
celule este un pas necesar pentru determinarea capacitatii de traversare a membranelor
celulare si a potentialului de a fi utilizati ca transportori de molecule farmaceutice active in
vivo. Tn acest scop s-au folosit un numar de 5 linii celulare umane din care 4 linii de melanom
(A375, MNT-1, SK28, MJS) si o linie de celule renale embrionare (HEK293T) non-
melanocitice, in care s-au analizat procentul de celule ce au internalizat dendrimerii, nivelul
de fluorescentd intracelulard si randamentul de preluare al nanoparticulelor de catre
celule.
Analiza procentului de celule (Fig. 3) ce internalizeaza dendrimerii indica faptul ca G5-PPI-
DS este preluat de catre un numar mai mic de celule fata de G5-PPI-OS, diferentele fiind mai
vizibile in cazul liniei A375 (74,1 % comparativ cu 88,5%) si mai putin evidente in cazul

liniei SK28 (79,67% comparativ cu 81,8%).
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Analiza procentului de celule pozitive pentru G5-PPI-OS
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Figura 3. Internalizarea dendrimerilor G5-PPI1-OS si G5-PPI-DS in celule de lineaj
melanocitic si non-melanocitic (procentul de celule ce au internalizat nanoparticulele
dendrimerice). Celulele de melanom (A375, MNT-1, SK28, MJS) si renale embrionare
(HEK293T) au fost incubate cu dendrimerii G5-PP1-OS si G5-PPI-DS (800 nM) conjugati
cu FITC timp de 1h dupa care au fost tratate (+) cu solutie albastru tripan (0,0025%) si
analizate prin citometrie in flux. Barele reprezinta media a doud experimente
independente realizate Tn duplicat.

Nivelul de fluorescenta intracelulara este mdsurat prin citometrie in flux in urma tratarii
celulelor cu o solutie de albastru tripan timp de 10 minute la 37°C. Prezenta albastru tripan
estompeaza fluorescenta extracelulara generatd de dendrimerii adsorbiti la membrana
plasmatica si face posibilda masurarea exclusivd a fluorescentei intracelulare generatd de
dendrimerii internalizati in celule. Nivelurile de fluorescentd intracelulard indica faptul ca
dendrimerii G5-PPI-OS sunt internalizati fara diferente majore in toate cele 5 tipuri de linii
celulare folosite in experiment, liniille MJS, MNT-1 si HEK293T internalizdind mai mult
dendrimer G5-PPI-OS (8,52; 8,75; 8,35) comparativ cu liniile SK28 (6,78) si A375
(6,27)(Fig.4A). Nivelul de fluorescentd determinat de internalizarea dendrimerilor neutri G5-
PPI-DS variaza in tipurile celulare analizate, liniile SK28 si MJS internalizand mai mult
dendrimer neutru (7,71 si respectiv 7,39) comparativ cu liniile MNT-1 (6,48), HEK293T
(6,06) si A375 (4,76) ce internalizeaza cel mai putin acest tip de dendrimer (Fig.4C). Cu
exceptia liniei SK28, internalizarea G5-PPI-DS (Fig.4C) determina un nivel mai scazut de

fluorescenta intracelulara comparativ cu G5-PPI-OS (Fig. 4A).
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Figura 4. Internalizarea dendrimerilor G5-PPI-OS si G5-PPI-DS in celule de lineaj
melanocitic si non-melanocitic (nivelul de fluorescenta intracelulari si randamentul de
preluare al nanoparticulelor de citre celule). Internalizarea dendrimerilor G5-PPI-OS in liniile
celulare A375, MNT-1, SK28, MJS si HEK293T. Internalizarea dendrimerilor G5-PPI-OS si G5-
PPI-DS in prezenta albastru tripan reprezentata grafic ca valori absolute ale IMF (A,C).

Randamentul de internalizare al G5-PPI-OS este mai mare in liniile celulare MNT-1
(68,36%) si HEK293T (76,72%) decat in liniile SK28 (41,88%) si MJS (31,33%), linia A375
internalizand dendrimerii G5-PPI-OS cu cel mai mic randament (30,68%)(Fig. 4B). Drept
urmare, randamentul de internalizare al G5-PPI-OS (Fig.4B) in cele 5 linii celulare analizate
variaza mai mult (coeficientul de variatie, CV=43%) decat nivelul de fluorescenta al celulelor
(CV=14%) asumand ca valorile IMF reflectd intr-o manierd semicantitativd nivelul de
dendrimeri prezent intracelular. Astfel linia MNT internalizeaza cel mai mult G5-PPI-OS
(8,75) cu cel mai bun randament (68,36%), iar linia A375 internalizeaza cel mai putin acest
tip de dendrimeri (5,71) cu un randament scazut (30,68%). Liniile SK28 si MJS internalizeaza
aceste nanoparticule cu un randament de sub 50% (41,88 si respectiv 31,33%). In cazul liniei
MIS se observa o discrepanta intre nivelul de fluorescenta al celulelor (8,52) si randamentul
scazut de internalizare (31,33%), aspect ce poate fi interpretat prin prisma faptului cd o parte

insemnatd de dendrimeri este retinutd la membrana plasmatica crescand astfel necesarul de
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nanoparticule pentru a obtine un nivel de fluorescentd similar cu cel din linia MNT-1.
Comparativ cu dendrimerii cationici G5-PPI-OS, dendrimerii neutri G5-PPI-DS sunt
internalizati mai eficient in liniile MNT-1 (77,31%), SK28 (89,28%) si MJS (75,53%) si in
mod aproximativ egal n linia HEK293T (79,2% comparativ cu 76,72%) (Fig. 4D). In linia
A375 dendrimerii G5-PPI-DS sunt internalizati cu randamentul cel mai scazut comparativ cu
celelalte linii (26,88%) si aproximativ la fel comparativ cu dendrimerii cationici G5-PPI-OS
(30,68%).

Desi existd numeroase studii care confirmd natura cationicd a nanoparticulelor ca factor
favorizant pentru internalizare (9,10,11,12), este posibil ca randamentul mai scazut de
internalizare al dendrimerului cationic G5-PPI-OS comparativ cu dendrimerii aproape neutri
G5-PPI-DS, in 4 din cele 5 linii celulare analizate, sd se datoreze unei retentii crescute la
membrana plasmaticd generatd de interactia intre sarcinile pozitive ale gruparilor NH2 din
structura glicodendrimerului si Incdrcatura negativda a suprafetei extracelulare a membranei
plasmatice. Acest aspect poate explica diferentele mult mai mari intre fluorescenta
extracelulard si fluorescenta intracelulard in cazul G5-PPI-OS in linia MJS (55,96 fata de
16,34) si SK28 (26,46 fata de 7,69) comparativ cu diferentele generate de G5-PPI-DS in linia
MIS (15,8 fatd de 9,19) si SK28 (8,86 fatd de 6,8). Astfel natura cationica a G5-PPI-OS poate
crea un efect de adeziune la membrana plasmatica micsorand randamentul de internalizare dar
nu si nivelul de fluorescenta intracelulara care este mai crescut fatd de G5-PPI-DS, cu
exceptia liniei SK28.

In concluzie, chiar daca in cazul liniilor celulare MJS, MNT-1 si HEK293T, intenalizarea
G5-PPI-DS determina un nivel de fluorescenta mai scazut comparativ cu G5-PPI-OS
randamentul de internalizare este mai mare in cazul MNT-1, mai mult decat dublu Tn cazul
MJS si aproximativ egal in cazul liniei HEK293T. In linia SK28 G5-PPI-DS determind o
crestere mai mare a nivelului de fluorescenta si este internalizat cu un randament mai mult
decat dublu fata de G5-PPI-OS. Datele prezentate arata ca G5-PPI-DS poate fi un bun
candidat pentru studii in vitro deoarece randamentul sporit de internalizare in 4 din cele 5
linii analizate ar permite administrarea acestuia in cantitati mai scazute, minimizand riscul
de aparitie a unor efecte toxice.Din grupul liniilor de melanom metastatice, spre deosebire de
MNT-1 si SK28, linia A375 are o capacitate mai redusa de a internaliza G5-PP1-OS sau G5-
PPI-DS. Aceste diferente sunt in acord cu heterogenitatea intra si inter tumorala observata in
cazul melanomului, generata de dobdndirea unor caracteristici moleculare specifice de catre

subpopulatii de celulele tumorale pe parcursul progresiei metastatice.
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3. Studiul cailor de internalizare ale glicodendrimerilor G5-PPI in linii de melanom
primar si metastatic
3.1 Internalizarea G5-PPI-OS si G5-PPI-DS in celule de melanom uman tratate cu
inhibitori ai cailor de endocitoza mediate de clatrina si colesterol

Descifrarea cdilor de endocitoza prin care celulele preiau dendrimerii dar si ale tipuri
de nanoparticule ofera informatii importante necesare credrii de complexe pentru eliberarea
tintitd de compusi farmacologici. In functie de calea de endocitozi pe care o adopta fiecare tip
de nanoparticule, traficul intracelular post endocitic implica diferite compartimente
intracelulare si evenimente biochimice. Macropinocitoza si endocitoza dependenta de clatrind
presupun acidifierea treptata a veziculelor de transport in timp ce la nivelul caveolelor pH-ul
ramane neutru, aspect important in cazul in care se doreste eliberarea controlatd a compusului

farmaceutic in functie de pH.

Considerand 100% valorile IMF masurate in absenta inhibitorilor s-a calculat un randament
de internalizare al glicodendrimerilor in prezenta inhibitorilor exprimat procentual si
reprezentat grafic in Fig. 5A. Analiza datelor aratd cd in celulele MJS tratate cu CPZ
internalizarea dendrimerilor cationici G5-PPI-OS nu este afectata, in timp ce in celulele tratate
cu MBCD randamentul este de doar 28%. Dendrimerii neutri G5-PPI-DS sunt afectati intr-0
maniera similarda de catre inhibitorii de endocitoza, CPZ reducand randamentul de
internalizare la 90% fatd de control iar MBCD la 48%. Spre deosebire de celulele MJS
tratamentul cu CPZ afecteazi internalizarea G5-PPI-OS in celulele SK28, randamentul de
internalizare reducandu-se la 82% iar MBCD are un efect mai putin pronuntat in aceasta linie
dar reduce randamentul de internalizare la 70%. Internalizarea dendrimerilor neutri G5-PPI-
DS in linia celulard SK28 nu este afectatd in urma tratamentelor cu inhibitori de endocitoza.

Aceste date pot fi transpuse intr-o reprezentare schematica a cailor de internalizare ale celor
doud tipuri de nanoparticule in celulele MJS si SK28 considerdnd ca un randament de
internalizare de 100% in prezenta unui inhibitor semnifica o independenta totald a endocitozei
dendrimerilor fatd de acea cale de internalizare iar un randament de 0% semnificd o
dependenta totald de acea cale de internalizare (Fig. 5B). Per ansamblu se poate concluziona
ca ambele linii celulare folosesc mai mult de o cale de internalizare pentru ambele tipuri de
glicodendrimeri dar integritatea domeniilor bogate Tn colesterol este foarte importanta pentru
endocitoza acestora, inspecial in linia de melanom primar MJS unde tratamentul cu MBCD
evidentiaza o dependenta de 72% pentru G5-PPI-OS si 52% pentru G5-PPI-DS de procesele

endocitice mediate de colesterol (Fig. 5B). Tn linia de melanom metastatic SK28
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Figura 5 Efectul inhibitorilor de endocitozd asupra internalizirii glicodendrimerilor cu
invelis de maltoza de catre celulele de melanom. Celulele au fost pretratate cu CPZ sau
MBCDx si incubate timp de 1h cu G5-PPI-OS si G5-PPI-DS conjugati cu FITC simultan cu
inhibitorii. Celulele incubate cu glicodendrimeri in absenta inhibitorilor reprezintd controalele.
Toate probele au fost tratate cu albastru tripan pentru a determina exclusiv fluorescenta
intracelulara si analizate prin citometrie in flux. Valorile glicodendrimerilor internalizati (%) au
fost calculate conform modalitatii descrise in materiale si metode. Datele reprezintd media a trei
experimente independente realizate in duplicate (A). Reprezentarea schematici a cailor
endocitice utilizate de celule de melanom primare si metastatice pentru internalizarea celor doua
tipuri de glicodendrimeri (B). Figura adaptata cu permisiunea Bentham Science dupa Filimon et
al., Internalization and intracellular trafficking of poly(propylene imine) glycodendrimers with
maltose shell in melanoma cells, Curr Med Chem 2012, 19(29): 4955-68.
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internalizarea G5-PPI-OS depinde mai putin de colesterol (30%) iar internalizarea G5-PP1-DS
este colesterol independenta. Reducerea dependentei internalizarii dendrimerilor de domeniile
bogate in colesterol (cu sau fara caveolind) in linia metastatica SK28 comparativ cu linia de
melanom primar MJS este in concordantd cu studii ce aratd descresterea nivelurilor de
colesterol si a expresiei caveolinei-1 Tn progresia metastatici a melanomului (13), aspect
observat si de grupul nostru in liniile celulare folosite in acest studiu (date nepublicate). In
celulele SK28 internalizarea dendrimerilor cationici G5-PPI-OS depinde in proportie de 48%
de colesterol si clatrind si in proportie de 52% se realizeaza prin cdi de endocitoza
neconventionale. Un rezultat interesant este acela ca dendrimerii neutri G5-PPI-DS a caror
internalizare depinde in proportie de 38% de cdile neconventionale de endocitoza in linia MJS
sunt 100% dependenti de aceste cii in linia SK28. In concluzie, cdile de internalizare sunt
dependente predominant de colesterol in linia celulara de melanom primar si de mecanisme
neconventionale (non-clatrin/non-colesterol) in celulele de melanom metastatic, endocitoza
mediata de clatrina avand un rol minor in ambele tipuri de celule pentru ambele tipuri de

glicodendrimeri.

3.2 Internalizarea si traficul structurilor pozitive pentru G5-PPI-DS sunt modulate de
elemente ale citoscheletului in celulele de melanom uman

Pentru a stabili daca elementele componente ale citoscheletului sunt implicate in traficul
G5-PPI-DS 1n liniile de melanom s-au folosit doi compusi chimici ce moduleaza asamblarea
citoscheletului: citocalazina B (CKL) al cdrei mecanism principal de actiune constd in
inhibarea polimerizarii filamentelor de actind datorita legarii la capetele retezate cu crestere
rapida ale filamentelor de actina F sinocodazol (NCZ) ce interfera cu polimerizarea
microtubulilor. Tn probele control, G5-PPI-DS apare ca structuri fine punctate ce se
acumuleaza in proximitatea nucleului (Fig. 6a si d). In celulele tratate cu CKL G5-PPI-DS se
acumuleaza in structuri retinute la periferia celulelor MJS si SK28 (Fig. 6b si ). In celulele
tratate cu NCZ G5-PPI-DS apare ca structuri veziculare bine definite redistribuite din zona
perinucleard in iIntreg corpul celular (Fig. 6¢c si f). Se poate concluziona ca integritatea
filamentelor de actind este importanta pentru internalizarea G5-PP1-DS iar microtubulii
joacd un rol in traficul intracelular postendocitic. Deoarece G5-PPI-DS este endocitat prin
mecanisme independente de clatrind si colesterol in procent de 100% in celulele SK28 si 38%
in celulele MJS, iar procesele endocitice independente de clatrind sunt Intr-o stransa corelatie

cu reorganizarea citoskeletului de actina (14), este posibil ca mecanisme cum ar fi
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macropinocitoza sda fie implicate cel putin partial in internalizarea acestui tip de

glicodendrimeri, aspect necesar a fi elucidat prin experimente ulterioare.

MJS+G5-PPI-DS MJS+CKL+G5-PPI-DS MJS+NCZ+G5-PPI-DS
- -
SK28+G5-PPI-DS SK28+CKL+G5-PPI-DS SK28+NCZ+G5-PPI-DS

Figura 6. Efectul alterarii citoscheletului asupra aspectului si modului de distributie
intracelulara a glicodendrimerilor cu invelis de maltoza in celulele de melanom. Celulele
MIJS si SK28 au fost tratate anterior cu CKL si NCZ si incubate cu dendrimerii G5-PPI-DS
conjugati cu Rodamina B. Aspectul si modul de distributie intracelulara a structurilor pozitive
pentru dendrimerii fluorescenti in celule tratate cu inhibitori sau netratate au fost analizate
prin microscopie de fluorescentd. Figura adaptatd cu permisiunea Bentham Science dupa
Filimon et al., Internalization and intracellular trafficking of poly(propylene imine)
glycodendrimers with maltose shell in melanoma cells, Curr Med Chem 2012, 19(29): 4955-
68.

3.3 Distributia subcelulari a structurilor pozitive pentru G5-PPI-DS in celulele de
melanom uman linia SK28

Caracterizarea structurilor intracelulare pozitive pentru G5-PPI-DS in relatie cu
procesele sau compartimentele celulare din linia SK28 a fost efectuata prin folosirea
makerilor moleculari specifici reprzentativi pentru principalele compartimente sau structuri
subcelulare (15): calnexina pentru reticulul endoplasmic (RE), EEALl pentru endozomii
timpurii (EE early endosomes), Rab 11 pentru endozomii recirculanti (RE-recycling
endosomes), Lamp-1 pentru lizozomi (LYS), Rab9 pentru endozomii tarzii (LE-late
endosomes), syntaxin 8 pentru procese de transport independente de clatrina si evenimente de
fuziune membranara necesare pentru transportul proteinelor de la EE la LE (16) si dextran-
FITC (masa moleculara 10.000) ca marker pentru macropinocitoza (17). Toate imaginile

obtinute din experimentele de microscopie de fluorescentd sun prezentate in Fig. 7.
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Fluorescenta G5-PPI-DS este detectatd intr-o zond complet opusa fatd de localizarea RE pusa
in evidentd prin marcarea celulelor cu anticorpi anti-calnexina, ceea ce sugereaza ca traficul
postendocitic al acestor glicodendrimeri nu implicd acest compartiment subcelular. Mai mult,
fluorescenta G5-PP1-DS nu se suprapune cu LAMP-1 cu toate ca vezicule pozitive pentru
dendrimeri sunt detectate in proximitatea structurilor marcate cu anticorpi specifici anti
Lamp-1 ce reprezintd lizozomii. Putine structuri pozitive pentru G5-PPI-DS si EEAI,
syntaxin 8 si Rab11 sunt observate. G5-PPI-DS si endozomii tarzii pozitivi pentru Rab9 par sa
ocupe aceeasi regiune perinucleara comund, observandu-se chiar o colocalizare partiald ceea
ce indica faptul ca o parte din glicodendrimerii neutri internalizati se afld in acest tip de
endozomi. Deasemeni sunt detectate foarte putine structuri pozitive pentru G5-PPI-DS si
FITC dextran, un marker de faza fluidd internalizat prin macropinocitoza. O explicatie
posibila ar putea fi aceea ca in celulele SK28 FITC-dextran este exocitat rapid. Se poate
presupune ca cele doua structuri folosesc o cale de internalizare comuna (macropinocitoza)
dar urmeaza rute intracelulare separate modulate de mecanisme distincte.
3.4 Caracterizarea structurilor pozitive pentru G5-PPI-DS in celule de melanom
metastatic uman liniaSK28

Pentru a carateriza in detaliu structurile pozitive pentru G5-PPI-DS am folosit agenti
farmacologici specifici (wortmanin-WO, brefeldin-BRF si cloroquin-CQ) pentru a trata
celulele ulterior incubarii cu dendrimeri. Celulele ce au endocitat dendrimerii G5-PPI-DS
timp de lh au fost spalate si incubate pentru inca 30 de minute in prezenta agentilor
farmacologici mentionati dupa care au fost analizate morfologia si distributia intracelularad a
structurilor pozitive pentru G5-PPI-DS in legatura cu moleculele si procesele biologice
specifice modulate de agentii farmacologici utilizati (Fig. 8) comparativ cu controalele
pozitive netratate (Fig. 7).
WO este un inhibitor al fosfatidilinozitid-3-kinazelor (PI3K), enzime ce catalizeaza
fosforilarea moleculelor lipidice fosfatidilinozitol la fosfatidilinozitol-3fosfat (PtdIns(3)P),
eveniment important in traficul intracelular datoritd medierii fuziunilor ce au loc intre
membrana plasmaticd (PM) si endozomi, endozomii tarzii (LE) si lizozomi (LYS) reticulul
endoplasmic (RE) si PM sau fuziunea homotipica a endozomilor timpurii (EE). PtdIns(3)P
impreuna cu Rab5 si EEA1 sunt molecule ce intervin in traficul si fuziunea endozomilor (18),
fiind cunoscut faptul ca EEA1 se leagda de PtdIns(3) si este cel mai bine cunoscut efector al
acestora. WO induce a) formarea de endozomi mariti si asociereca Rab5 la membranele

acestora si b) fuziunea homotipica a EE (19). In majoritatea celulelor SK28 tratate cu WO se
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Figura 7. Caracterizarea structurilor pozitive pentru G5-PPI-DS in celulele de melanom
metastatic SK28 prin imunomarcarea specifica a compartimentelor intracelulare. Celulele au
fost marcate timp de 1 h cu dendrimeri G5-PPI-DS conjugati cu rodamina B si monitorizate in
mediu fara dendrimeri timp de 30 de minute sau 1 h acolo unde este indicat. Toate probele au fost
fixate, permeabilizate si marcate cu anticorpi pentru markerii moleculari indicati si analizate prin
microscopie de fluorescentd. Inafard de proteina Arfl si Rabll prezinti domenii structurale
sensibile la acest inhibitor (78), ceea ce indica faptul ca traficul veziculelor pozitive pentru Rabl1
este influentat de actiunea BRF. Figura adaptata cu permisiunea Bentham Science dupa Filimon et
al., Internalization and intracellular trafficking of poly(propylene imine) glycodendrimers with
maltose shell in melanoma cells, Curr Med Chem 2012, 19(29): 4955-68.
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observd schimbari substantiale in aspectul structurilor pozitive pentru EEA1 si G5-PPI-DS
(Fig. 8) comparativ cu aspectul fin, punctiform detectat in celulele netratate (Fig.7).

WO induce formarea unor structuri intracelulare intens fluorescente si considerabil mai mari,
pozitive pentru G5-PPI-DS sau EEA1 ce nu colocalizeaza decat intr-o mica masura. A fost
investigat efectul WO si asupra distributiei subcelulare a syntaxinei 8, o proteind ce
colocalizeaza partial cu structurile pozitive pentru G5-PPI-DS (Fig.7). Tn celulele netratate
syntaxina8 prezintd un aspect punctat polarizat perinuclear, similar cu distributia TGN, in
timp ce in celulele tratate cu WO, structurile pozitive pentru aceasta proteind colapseaza in
agregate perinucleare stranse fard o morfologie clar pozitiva si pentru G5-PPI-DS (Fig. 8).
Mai mult, WO induce un efect similar in structurile pozitive pentru Rab9 cauzand o distributie
densa perinucleara a Rab9 ce se suprapune peste fluorescenta generata de G5-PPI-DS.
Considerand rezultatele obtinute mai sus se poate avansa ideea cd G5-PPI-DS este parte a
unui cargo a carui dinamica este reglata de catre PtdInsP3 si modulata de céatre PI3K impreuna
cu sintaxina8, Rab9 si mai putin EEA1.

Un alt agent farmacologic la care structurile G5-PPI-DS sunt sensibile este BRF. Cea

mai extensiv documentata tintd a BRF este proteina Arfl ce mediaza recrutarea proteinei -
COP la nivelul veziculelor de transport intre RE si Golgi (20). Tratamentul celulelor cu BRF
duce la colapsarea RE si Golgi datoritd Tmpiedicarii formarii veziculelor de transport si
fuziunii membranelor celor douid compartimente subcelulare. Inafard de proteina Arfl si
Rabl1 prezinta domenii structurale sensibile la acest inhibitor (21), ceea ce indica faptul ca
traficul veziculelor pozitive pentru Rab11 este influentat de actiunea BRF.
Asa cum reiese din Fig.8, la fel ca in cazul celulelor netratate, structurile pozitive pentru
Rabl1 si G5-PPI-DS nu colocalizeaza dar sunt redistribuite din zona perinucleard in intreaga
citoplasma. Pe baza acestor observatii se poate concluziona ca dinamica formarii invelisului
structurilor pozitive pentru G5-PPI-DS si a endozomilor recirculanti Rabl1 pozitivi este
modulata de catre BRF.

Considerand faptul ca atat structurile G5-PPI-DS pozitive cat si endozomii recirculanti
Rabl1 pozitivi au raspuns la actiunea BRF intr-o maniera similard desi colocalizarea este
extrem de redusa, am dorit sa determindm daca o fractie mica din glicodendrimerii neutri intra
intr-o ruta de reciclare. Daca acest aspect este valabil inseamna ca procesul este foarte rapid
deoarece in celulele analizate la 1h dupd internalizarea dendrimerilor si 30 de minute de
monitorizare (Fig.7) nu s-a detectat prezenta dendrimerilor la membrana plasmatica.
Confirmarea acestei ipoteze s-a facut in urma marcarii celulelor timp de o orda cu G5-PPI-DS

si mentinerea In prezenta WO pentru o perioadd mai indelungata (1h). Pe langa localizarea
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concentratd perinucleara se poate observa acumularea unei fractii de glicodendrimeri la
membrana plasmatica in toate cele 4 imagini notate cu G5-PPI-DS+WO/1h din Fig.8.
Recircularea este un proces des Tntélnit pentru proteinele endocitate sau receptori dar si pentru
macropinozomi (22,23). Pe baza acestor rezultate nu se poate preciza daca de la membrana
plasmatica dendrimerii G5-PPI-DS sunt reinternalizati in citosol sau sunt exocitati, totusi se
poate afirma clar ca traficul structurilor G5-PPI- DS pozitive de-a lungul unei cédi de
recirculare este un alt eveniment modulat de catre ptlns(3)P/PI-3K si inhibat de WO. Doar o
mica fractie de dendrimeri este prezentd la membrana plasmatica ceea ce sugereaza cad cea
mai mare parte a dendrimerilor internalizati este rapid pozitionatd in LE posibil cu
participarea sintaxinei 8 ca mediator al traficului intre EE si LE si Rab9 0 GTP-aza localizata
in principal la nivelul LE. S-a raportat ca producerea locala de Ptlns(3)P implica fuziunea
macropinozomilor, a veziculelor lipsite de clatrind sau caveolina dar si a EE conventionali
(24). Similar macropinocitozei, datele obtinute despre internalizarea G5-PPI-DS in linia SK28
arata cd acest proces este mediat de catre vezicule lipsite de Tnvelisul de clatrind sau caveolind
(Fig 6). Pe baza acestror informatii si a datelor experimentale obtinute este posibil ca
macropinozomii sa fie implicati in traficul intracelular al G5-PPI-DS.

CQ este un agent lizozomotrop care datorita acumularii intraveziculare este responsabil pentru
madrirea EE pozitivi pentru EEA1, organite celulare cu un pH intravezicular usor acid (6,2-
6,5) (25). In celulele SK28 incubate cu G5-PPI-DS si tratate ulterior cu CQ atét structurile
EEA1 pozitive cét si structurile G5-PPI-DS pozitive isi maresc dimensiunile dar ramén
structuri distincte ocazional comasate (Fig. 8) comparativ cu celulele control netratate (Fig.
7). Aceste modificari morfologice sugereaza ca G5-PPI-DS este asociat cu vezicule sau
subcompartimente celulare ce au un pH intracelular acid. O caracteristica descrisa pentru
deosebirea macropinozomilor de endozomi este aceea cd macropinozomii nu fuzioneaza cu
lizozomii, pH-ul lor fiind mai putin acid decat cel al lizozomilor. In acest context, rezultatele
obtinute arata lipsa colocalizarii structurilor G5-PPI-DS pozitive cu markerul specific pentru
lizozomi LAMP-1 (Fig. 7) si o disociere insemnata de EE pozitivi pentru EEA-1 in celulele
tratate cu CQ (Fig. 8). Aceste date sustin ipoteza conform careia structurile G5-PPI-DS pot fi
macropinozomi aflati intr-o etapd inaintatd de maturare in care pH-ul intravezicular devine
acid. In concluzie, se poate afirma ca G5-PPI-DS este internalizat in celulele SK28 pe o cale
independenta de clatrind si colesterol dar dependenta de actind, un proces caracteristic
macropinocitozei. G5-PPI-DS este traficat catre o zona perinucleara prin intermediul retelei
de microtubuli iar morfologia si dinamica structurilor celulare G5-PPI-DS pozitive sunt

modulate de catre agenti farmacologici ce inhiba formarea Invelisului endozomilor (BRF),
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traficul membranar (WO) si pH-ul intravezicular (CQ). O micd fractie a G5-PPI-DS este
foarte rapid recirculatd la membrana plasmatica posibil prin intermediul endozomilor
recirculanti pozitivi pentru Rab11, in timp ce majoritatea structurilor G5-PPI-DS pozitive trec
printr-un proces de maturare ce constd in fuziunea cu alte structuri endozomale, proces prin
care dobandesc elemente caracteristice masinariei de trafic si sortare de la EE la LE (Rab9 si

syntaxin 8) precum si un pH intravezicular acid.

Figura 8. Caracterizarea structurilor pozitive pentru G5-PPI-DS in celulele de melanom
metastatic SK28 in prezenta inhibitorilor WO, BRF si CQ. Celulele au fost marcate timp de 1 h cu
dendrimeri G5-PPI-DS conjugati cu rodamina B si monitorizate in mediu fara dendrimeri timp de 30
de minute sau 1 h acolo unde este indicat. Toate probele au fost fixate, permeabilizate si marcate cu
anticorpi pentru markerii moleculari indicati si analizate prin microscopie de fluorescentd. Figura
adaptatd cu permisiunea Bentham Science dupa Filimon et al., Internalization and intracellular
trafficking of poly(propylene imine) glycodendrimers with maltose shell in melanoma cells, Curr Med
Chem 2012, 19(29): 4955-68.
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