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Summary
Peculiarities of some methylic profiles of p15 gene
promoter in patients with thyroid cancer

In this study we have obtained some methylic profiles in DNA extracted from normal
tissue and thyroid malignant tumors (various morphologic subtypes). We have identified
differences in the methylic profile of p15 gene promoter of the thyroid tumors compared with the
profile of normal thyroid cells (peritumoral tissue). In conclusion we sustain that MM methylic
profile of p15 gene promoter can be used as a high-risk molecular marker for the examined
person who can be affected with thyroid cancer refering the day of sample collection.

Rezumat

In cadrul studiului au fost obtinute unele profiluri metilice atat la nivelul ADN-ului extras
din tesutul normal al glandei tiroide cat si din tumori maligne ale glandei tiroide (diverse
subtipuri morfologice). Au fost identificate diferente ale profilului metilic la nivelul
promotorului genei pl5 al celulelor din tumori in comparatie cu profilul celulelor normale
(tesutul peritumoral). S-a conchis ca profilul metilic MM la nivelul promotorului genei p15 poate
servi ca marker molecular al riscului sporit catre cancer tiroidian, raportat la ziua prelevarii
probei biologice.

Introducere

In diverse tumori umane a fost detectatd metilarea aberanti a genei p16 [Wong ., 2000;
Hoque M et al., 2005]. Gena pl5 care este pozitionatd in situsul cromozomial 9p21, in
apropierea genei pl6, la fel, se caracterizeaza adeseori printr-un grad avansat al metilarii in
neoplazmele umane [Gronbaek K et al., 1998]. A fost stabilita corelatia intre hipermetilarea
promotorului genelor p15 /p16 si stoparea transcriptiei in celulele neoplazice [Gonzalgo M et al.,
1998].

Alterarile profilurilor epigenetice si genetice in cancer adeseori includ hipometilarea la
nivelul intregului genom, hipermetilarea locala a genelor supresoare de tumori sau a genelor
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responsabile de reparatia ADN, precum si a genelor inhibitoare ale metastazarii, mutatii
punctiforme (substituia 5-metilcitozinei cu timina) din cadrul insulitelor CpG ale genei p53
[Wong 1., 2001].

In cele mai multe cazuri de cancer la om este stabilitd producerea unor deregliri in cadrul
cascadei ciclina D / retinoblastom (Rb), implicate in reglarea ciclului celular [Ewen M et al.,
1993]. Genele p16 si p15 sunt gene supresoare in multe tumori solide sau neoplazii hematologice
[Wong 1., 2001]. Aceste gene codifica proteine-inhibitoare ale kinazelor ciclin-dependente care,
la randul lor, servesc drept reglatori ai fosforilarii proteinei pRb.

Totusi, deocamdatd nu au fost gasite diferente semnificative intre profilurile metilice ale
tumorilor din diferite stadii [Costello J. et al. 2000], sugerandu-se ca alterarile epigenetice au loc
in stadiile precoce ale dezvoltarii cancerului sau In momentul initierii tumorilor. Dereglarea unor
cai critice precum Rb /pl6 si p53 /pl14 /MDM?2, sau altele, pot adeseori fi cauza cresterii
neoplazice [Wong, 2001].

Perturbarea precoce a controlului ciclului celular prin metilarea pl6 /pl5, alterarea
factorilor de transcriptie, pierderea aderentei intercelulare in urma hipermetilarii genei E-
caderina, depasirea punctelor de control al ciclului celular in urma hipermetilarii genei p53, pot
contribui la proliferarea necontrolata si imortalizarea celulara [Baylin S. et al. 2000; Tibirna Gh.
2003].

Scopul studiului

Compararea particularitatilor profilurilor metilice ale promotorului genei p15 in tesutul
normal al glandei tiroide si in tumori maligne tiroidiene in vederea stabilirii unor markeri
molecular-epigenetici noi de diagnostic presimtomatic al cancerului tiroidian.

Materialul biologic, metodele si echipamentele utilizate

In acest studiu a fost investigat un lot de 35 persoane afectate de cancer tiroidian (tumori
maligne din diverse subtipuri morfologice: carcinom medular, folicular, papilar) care au fost de
acord cu includerea lor In prezenta cercetare stiintificd, fiind, anterior, diagnosticate primar si
internate in Sectia Tumori cap si gat a Institutului Oncologic din Republica Moldova.

Medoda de baza utilizata in cercetarea data a fost studiul molecular al metilarii ADN la
nivelul promotorului genei pl5, supresoare in tumori, prin conversia citozinei nemetilate in
uracil (tratarea ADN-ului cu bisulfit de sodiu si amplificarea portiunilor genice cu ajutorul
perechilor de praimeri nonmetil-specifici si metil-specifici prin tehnica MSP (methylation
specific polymerase chain reaction) [Herman J., 1996; Protocol QIAGEN 04/2006].

Metodele si accesoriile utilizate au fost specifice fiecarei etape de lucru, dupd cum
urmeaza:

1) Prelevarea chirurgicald a fragmentelor din glanda tiroidd (fragment din tesutul
normal al glandei tiroide si, separat, din tumord) la pacientii diagnosticati in prealabil cu cancer
al glandei tiroide. Metoda: biopsie; Accesoriile: bisturiu, eprubete-criotub, container cu azot
lichid.

2) Extractia ADN genomic uman din fragmente ale glandei tiroide, separat tumori si
tesutul normal. Metoda: digestia enzimatica cu proteinaza K; Accesoriile: fragmente din tumori
si din tesutul normal peritumoral al glandei tiroide, proteinaza K si solutii tampon pentru liza
celulelor si proteinelor, pipete cu volum variabil, eprubete din plastic Eppendorf 1,5 mi,
centrifuga 13.000 rot/min, termostat la 56°C, congelator, frigider.

3) Modificarea ADN-ului prin conversia citozinei in uracil. Metoda: protocol Qiagen
EpiTect Bisulfite Kit 04/2006; Accesoriile: ADN genomic uman extras si purificat din tesuturile
de analizat, set de reactivi Qiagen EpiTect Bisulfite Kit 04/2006, etanol absolut, pipete cu volum
variabil, eprubete din plastic echivalent Eppendorf 0,2 ml, centrifuga 13.000 rot/min, vortex,
congelator, frigider.

4) Amplificarea prin tehnica MSP a ADN-ului continand uracil. Metoda: protocol PCR,
Fermentas, Accesoriile: ADN purificat dupa conversia lui cu bisulfit de sodiu, PCR Master Mix
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Fermentas, Primeri - Us, Uas, Ms, Mas, pipete cu volum variabil, eprubete din plastic echivalent
Eppendorf 0,2 ml, centrifuga la 13.000 rot/min, baie cu gheata, aparat automat pentru
amplificarea ADN - Termocyclor-Crocodile 111 Appligene, congelator, frigider.

5) Analiza produsilor de amplificare si interpretarea datelor.

Mersul lucrarilor
Pentru a putea analiza profilul metilic la nivelul ADN, care este principalul obiectiv al
prezentului studiu, am planificat urmatoarele etape de lucru:
1. Prelevarea fragmentelor din glanda tiroida (fragment din tesutul normal al glandei tiroide si,
separat, din tumora);
2. Extractia ADN-ului genomic uman din fragmente ale glandei tiroide;
3. Modificarea ADN-ului prin conversia citozinei in uracil;
4. Amplificarea prin MSP a ADN-ului modificat, continand uracil;
5. Analiza produsilor de amplificare si interpretarea datelor.

Amplificarea ADN-ului modificat (apartindnd acelorasi 35 persoane afectate de cancer
tiroidian), continand uracil, a fost realizatd cu ajutorul protocolului ce urmeaza.

a) Pregatirea amestecului pentru reactia de amplificare in lant (PCR)

Intr-o eprubetd Eppendorf de 200 pl cu pereti subtiri (se mentine pe gheatd) se adauga
componentele necesare in ordinea data pentru a petrece reactia controlului-pozitiv de amplificare a
ADN:

- Tampon PCR Master Mix, 2x (Echivalent Fermentas) — 25 ul ;

- N praimer p15U(s) -300ng, 6 pl, 5'- TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT-3'

- N1 praimer p15U(as) - 300 ng, 4 ul, 5'- CCATACAATAACCAAACAACCAA- 3'
- Apa deionizata sterila - volum variabil,

Volumul amestecului de mai sus: 40 ul
- N3¥ ADN modificat prin conversie 50 ng, 10 ul ADN in solutie 5 ng/ul
Volumul total al amestecului: 50 ul

N1 Noti: In eprubete separate (varianta “N 2”) se introduc aceleasi componente ale
reactiei de amplificare, cu exceptia praimerilor (se aplica praimerii metil-specifici - “N 27)
[Herman J., 1996]:

N2 praimer p15M(s)- 300 ng, 4 pl, 5'- GCGTTCGTATTTTGCGGTT -3'
N2 praimer p15M(as)- 300 ng, 4 ul, 5'- CGTACAATAACCGAACGACCGA -3'

N3 Noti: In reactiile pentru controlul pozitiv al amplificarii cu praimeri nonmetil-specifici
si, separat, cu praimeri metil-specifici, se introduce ADN neconvertit (=50 ng). In prealabil, intr-
un tub, separat, au fost introdusi 11 pl ADN matrita (5 ng/ul). Tubul a fost introdus in termociclor
unde a fost denaturat 6 min la 95 °C. Apoi, din matrita denaturatd am luat 10 pl si am adaugat in
amestecul de reactie. Tubul a fost apoi vortexat si centrifugat 30 sec. In final, tubul a fost introdus in
termociclor pentru a se asigura regimul de temperaturd si timpi dupa cum urmeaza (daca aparatul
termociclor nu este prevazut cu capac termoactiv, se cere acoperirea amestecului de reactie cu
ulei mineral).

b) Tratarea termica pentru realizarea PCR

Reactia PCR incepe cu tratarea termicd programata a amestecului de reactie 3 min, 95 °C,
dupa care demareaza programul de 35 cicluri in regimul urmator: 30 s - denaturare la 95 °C; 30 s
- alinierea praimerilor la 60 °C si 30 s - elongare (se asigurd cu 1 s mai mult pentru fiecare ciclu
subsecvent) la 72 °C; dupa decurgerea celor 35 cicluri, se asigura etapa finald de elongare - 4
min la 72 °C.
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¢) Protocolul pentru electroforeza

Pentru separarea electroforetica a ampliconilor generati cu ajutorul metodei MSP noi am
utilizat geluri din agaroza echivalent Amresco, tip | (2,0%) dizolvata in tampon TBE (1x).
Colorarea gelului a fost indeplinita in solutie bromura de etidiu (0,5 pg/ml) la temperatura de 45-
50 °C, dizolvata in tamponul TBE 1n care se gaseste agaroza solubilizata, asigurand agitarea
recipientului in care se prepara gelul.

1. In prealabil, am preparat 350 ml solutiec TBE (1x): Tris 89 mM, acid boric 89 mM,
EDTA 2 mM, pH 8,0-8,5.

2. Pentru a determina mobilitatea ampliconilor in gelul de agaroza am realizat
electroforeza cu introducerea in gel, in godeuri separate, a ampliconilor generati cu ajutorul
praimerilor non-metil-specifici ,,U” (reactia PCR a avut loc in eprubete separate) si, respectiv, si
a ampliconilor generati cu ajutorul praimerilor metil-specifici ,,M”. Electroforeza a decurs 15
min (25 °C), 10 V/cm.

3. In tuburi Eppendorf de 0,2 ml am preparat amestecul pentru incdrcare in gel, in modul
urmator: 2 pl solutie Loading dye (5x) (albastru de bromfenol, zaharoza, xilencianol), 8 ul
solutie contindnd ampliconi generati cu primeri M-specifici, in prima variantd, iar in alte
eprubete - 8 ul solutie continand ampliconi generati cu primeri U-specifici. Aceasta proportie a
fost constituita si pentru controlul U pozitiv si M pozitiv.

in paralel, am preparat si ADN-ul — marker de greutate moleculari: 2 pl solutie 5x
Loading dye, 8 ul apa ultrapura. Pentru obtinerea controlului negativ, ciclurilor de temperaturi a
fost supus amestecul Master mix, fara ADN genomic. Acest amestec in proportie de 8 pl si
Loading dye - 2 ul au fost adaugati intr-un tub de 0,2 ml pentru a constitui controlul negativ.

4. Am preparat 350 ml solutie TBE (1x): Tris 89 mM, Acid boric 89 mM, EDTA 2 mM,
pH 8,0-8,5.

5. Am introdus gelul in cuva aparatului de electroforeza si am turnat in aceastd cuva
solutie TBE (1x) pana cand nivelul acestei solutii deasupra gelului a constituit 3-4 mm.

6. Am incarcat godeurile gelului cu amestecurile (10 ul) preparate dupa cum am descris
mai sus.

7.Am fixat capacul cuvei si am conectat aparatul de electroforeza la 350V, durata—15 min

d) Analiza produsilor de amplificare

Dupa incheierea electroforezei, gelul a fost amplasat pe suprafata transiluminatorului cu
ajutorul ciruia am iradiat gelul cu lumini UV, lungimea de undi 312 nm. In lumini UV
moleculele de ADN colorate cu bromura de etidiu ce emit fluorescenta au fost inregistrate prin
fotografiere cu ajutorul unui aparat foto digital (Exemple, Fig. 1A, B).

Figura 1. Unele profiluri metilice la nivelul ADN-ului
din tesutul normal al glandei tiroide (A) si din tumori maligne (B)
(Foto, original)
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Fotografiile-electroforegrame astfel obtinute au fost stocate in calculator si au servit
pentru interpretarea rezultatelor amplificarii.

In baza datelor din electroforegramele obtinute (exemple, primele 8 specimene analizate,
Fig. 1A, B), au fost stabilite particularitatile profilurilor metilice la nivelul ADN-ului din tesutul
normal al glandei tiroide si din tumorile maligne (diverse subtipuri morfologice) tiroidiene.

Rezultate si discutii

In vederea formularii raspunsului la ipoteza fixatd in scopul proiectului, stabilirea
particularitatilor profilurilor metilice ale promotorului genei p15 din tesutul normal al glandei
tiroide cat si din tumori maligne (diverse subtipuri morfologice) ale glandei tiroide am analizat
datele din electroforegrame din care rezulta ca cele doud specimene difera.

Fragmentele de tesut normal al glandei tiroide prezinta concomitent atat banda U cat si
banda M (profilul UM) in toate specimenele analizate 35/35 (100%). Fragmentele din tumori
maligne ale glandei tiroide prezintd numai banda M (profilul MM) 1n toate specimenele analizate
35/35 (100%) semnificand starea metilatd a ambelor alele in toate celulele materialului biologic
analizat.

Aceastd constatare conduce catre douda ipoteze: 1) in stare metilatd la nivelul
promotorului sau, gena p15 este inactiva in celulele tumorilor glandei tiroide; 2) gena p15 are un
aport direct in supresia transformarii maligne a celulelor normale ale glandei tiroide.

Concluzii

1. In cadrul studiului au fost obtinute unele profiluri metilice preliminare atat la nivelul ADN-
ului din tesutul normal al glandei tiroide cat si in ADN-ul specimenelor de carcinom medular
tiroidian. Aceste profiluri pot servi in calitate de markeri moleculari pentru monitorizarea
cancerului tiroidian (prognosticul, diagnosticul diferentiat-epigenetic i tratamentul
individual).

2. Toate fragmentele din tesutul normal al glandei tiroide au prezentat concomitent atat
molecule nemetilate de ADN cét si molecule metilate (profilul UM).

3. Spre deosebire de celulele normale ale glandei tiroide, toate specimenele de carcinom
medular al glandei tiroide au prezentat ambele alele metilate (profilul MM) la nivelul
promotorului genei p15.

4. Profilul metilic MM la nivelul promotorului genei pl15 poate servi ca marker molecular al
riscului sporit catre cancer tiroidian, raportat la ziua prelevarii probei biologice.
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