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1. Etapa I: octombrie 2011 — decembrie 2011
Introducere

Implicarea proteinelor ErbB in cancer este cunoscuta incd de la inceputul anilor 1980, cand s-a
observat ca virusul eritroblastozei aviare codifica o proteina asemanatoare receptorului factorului de
crestere epidermal cunoscuta sub denumirea ErbB1 (Y. Yarden & al. [1]). Familia factorului de crestere
epidermal este o familie de receptori tirozin-kinazici care cuprinde patru membri: ErbB1 (EGFR, HER1),
ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) si ErbB4 (HER4) (Y. Yarden & al. [1], J.W. Park & al. [2]). Proteinele ErbB sunt
implicate n multiple evenimente celulare care includ: diviziunea celulara, migrarea (asociatd cu
tumorigeneza), adeziunea celulara, diferentierea si apoptoza (Y. Yarden & al. [1]). Dupa cuplarea liganzilor
la receptori are loc asocierea acestora sub formad de homo- si heterodimeri, iar dintre acestia,
heterodimerii proteinei ErbB2 sunt cei care au efectul cel mai puternic in declansarea proceselor de
diviziune celulard si tumorigeneza (Y. Yarden & al. [1]). Tn cazul celulelor tumorale care superexprima
oncoproteina ErbB2, activarea acesteia are loc in mod independent de ligand (J.W. Park & al. [2]). De
asemenea, heterodimerul ErbB2/ErB3 este considerat unul dintre cele mai mitogene si transformante
combinatii ale proteinelor ErbB (Y. Yarden & al. [1], J.W. Park & al. [2]). Activarea oncoproteinei ErbB2
conduce la proliferare celulara si inhibarea apoptozei prin perturbarea proteinelor implicate in progresia
ciclului celular (T. Gelardi & al. [3]).

Ceaiul verde produs din frunzele de Camellia sinensis contine o serie de compusi polifenolici (Fig. 1),
cum sunt: (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG), (-)-epigallocatechin (EGC), (-)-epicatechin-3-gallate (ECG) si
(-)-epicatechin (EC) (M. Shimizu & al. [4]). Efectul anti-tumoral al EGCG este partial atribuit proprietatilor
antioxidante, respectiv abilitatii de a indeparta speciile reactive de oxigen (ROS) (H. Fujiki & al. [5]). EGCG
are efect si la nivel de supravietuire si proliferare celulara, inducand apoptoza si blocarea ciclului celular in
celulele tumorale (H. Tachibana [6]), iar Kuzuhara si colaboratorii au propus ADN si ARN ca noi tinte pentru
EGCG (T. Kuzuhara & al. [7]). Studii recente au indicat receptorii tirozin kinazici, respectiv proteine din
familia ErbB, ca fiind tinte ale EGCG. S-a demonstrat cd EGCG inhiba activarea proteinelor ErbB3 in celulele
tumorale de cancer de colon (M. Shimizu & al. [8]). De asemenea, EGCG interfera cu semnalizarea



intracelulara a receptorului factorului de crestere epidermal (EGFR) in cazul carcinoamelor de cap si gat (M.
Masuda & al. [9]).

in incercarea de a intelege cat mai bine mecanismele de actiune ale EGCG la nivelul celulelor
tumorale care superexprima proteinele familiei ErbB a fost evaluata abititatea sa de actiona in vitro asupra
progresiei ciclului celular.
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Figura 1: Structuri ale polifenolilor din frunzele de Camellia sinensis (ceaiul verde). Adaptare dupa Tachibana, H. Proc. Jpn.
Acad., Ser. B 87 (2011)

n aceste experimente preliminare s-a observat marirea numarului de celule tumorale mamare SK-
BR-3 in faza S, cu diminuarea numarului de celule in faza GO/G1. Experimentele efectuate la nivelul liniilor
tumorale mamare SK-BR-3 reprezinta o continuare a experimentelor anterioare efectuate la Universitatea
de Medicina din Debrecen, Ungaria unde a fost investigata expresia genica a c-erbB2 la nivelul tesutului
tumoral mamar.

Materiale si metode

Culturi celulare si tratament cu EGCG. Celulele tumorale mamare SK-BR-3 au fost crescute pana la 60 — 70%
confluentd in mediul DMEM cu L-glutamina (Lonza) suplimentat cu 10% ser fetal bovin, 100 unitati penicilind/ml si
0.01 mg streptomicina/ml. Culturile celulare au fost mentinute la 37°C in incubator cu atmosfera umeda si CO2 (5%).
Mediul a fost reinnoit la 2 — 3 zile, iar proportia de subcultivare a fost de 1:2. Celulele aderente subconfluente au fost
tratate cu diferite concentratii de EGCG: 5, 10, 50 si 75 puM (Sigma) dizolvata in DMSO (maxim 0,1 %) pentru 36 de
ore.

Colorare ADN pentru evaluarea ciclului celular. Dupa tripsinizare celulele au fost spalate Tn tampon fosfat salin si
pregatite pentru analiza ciclului celular. Pe scurt, 10° celule au fost resupendate in 0,5 ml tampon fosfat salin rece,
transferate in 4,5 ml etanol 70% rece (ice cold, -20°C) si incubate peste noapte la 4°C. Dupa centrifugare, sedimentul
a fost spalat cu 5 ml tampon fosfat salin. Dupa o noua centrifugare sedimentul a fost reluat in 0,5 ml iodura de
propidiu/ RNAza (BD Pharmingen) si incubat 15 minute, in intuneric, la temperatura camerei.



Citometrie in flux. Distributia fazelor ciclului celular a fost realizata cu ajutorul unui citometru: Becton Dickinson
FACSCalibur (FACS, fluorescence-activated cell sorting caliber) echipat cu programul de achizitie de date CellQuest.
Dupa legarea iodurii de propidiu la nivelul ADN, maximul de absorbtie este la 535 nm, maximul de emisie este la 617
nm. Pentru Tnregistrarea semnalului fluorescent al iodurii de propidiu a fost utilizat un laser cu ioni de Argon cu
emisie la 488 nm, iar fluorescenta a fost colectatd cu ajutorul unui filtru bandpass 585 nm (in canalul FL2 al
citometrului). Pentru fiecare masuratoare au fost analizate 10000 de evenimente. Analiza datelor a fost realizata cu
programul ModFit 3.3, iar prezentarea imaginilor in raport cu ajutorul programului WinMDI 2.8.

Rezultate si discutii
Obiectiv 1: Studierea efectelor polifenolilor asupra ciclului celular, apoptozei si viabilitatii celulare
Realizarea unor masuratori preliminare de evaluare a progresiei ciclului celular in prezenta polifenolilor

Studii anterioare au indicat ECGC ca avand efect antimitotic (H. Tachibana [6], C.S. Yang & al. [10]).
Pentru a investiga daca activitatea sa este asociata cu blocarea progresiei ciclului celular au fost efectuate
masuratori de citometrie in flux, Tn care celulele tumorale mamare SK-BR-3 care superexprima
oncoproteina ErbB2 (M.M. Mocanu & al. [11]) au fost tratate cu diferite concentratii de EGCG (5, 10, 50 si
75 uM) pentru 36 de ore.
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Figura 2: Efectul EGCG asupra progresiei ciclului celular. Continutul ADN si progresia ciclului celular au fost analizate prin
citometrie in flux. Pentru colorarea ADN s-a folosit iodura de propidiu. Cele doud varfuri ale histogramei indica fazele GO/G1 ale
ciclului celular si G2/M, iar intre cele doua varfuri se afla faza S. Abscisa reprezinta intensitatea fluorescentei, iar ordonata
numarul relativ de celule (au fost investigate 10000 de evenimente). A. Progresia ciclului celular pentru linia SK-BR-3 fara
tratament cu EGCG. B. Se observa reducerea fazei G0/G1 dupa incubarea celulelor cu 75 uM EGCG pentru 36 ore.

Fig. 2A prezinta fazele ciclului celular GO/G1, S si G2/M pentru celulele tumorale netratate.
Tratamentul celulelor tumorale mamare SK-BR-3 cu 75 pM EGCG pentru 36 de ore (Fig. 2B) induce
blocarea ciclului celular la nivelul fazei S. Aceste rezultate sunt in concordanta cu date anterior publicate in
studii in vitro efectuate la nivelul celulelor de carcinom pulmonar (D. Sadava & al. [12]). Fig. 3 prezinta
cuantificarea rezultatelor de citometrie in flux realizata prin analiza a 10000 de evenimente. S-a observat o
scadere a numarului de celule tumorale SK-BR-3 in faza GO/G1 de la 53% (control) la 38% (celule tratate cu
75 uM EGCG) si o crestere a numarului de celule in faza S de la 17% la 26% (34.61%), sugerand blocarea
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progresiei ciclului celular la nivelul fazei S. De asemenea, se observa o usoard crestere a numarului de
celule in faza G2/M sau in fractia sub-G0/G1 dupa tratamentul cu 75 uM EGCG.
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Figura 3: Procentele de celule SK-BR-3 in diferitele faze ale ciclului celular. Coloanele albe reprezenta rezultatele obtinute din
analiza progresiei ciclului celular al SK-BR-3 in absenta EGCG (control, C), iar coloanele gri reprezinta celulele SK-BR-3 in prezenta
EGCG (E75). Linia celulara tumorala mamara SK-BR-3 a fost tratata cu 75 UM EGCG pentru 36 ore. Cuantificarea datelor de
citometrie in flux indica diminuarea fazei G1/GO si marirea numarului de celule in fazele S, G2/M. De asemenea, se observa o
usoara marire a numarului de celule apoptotice in cazul celulelor tratate cu EGCG.

Efectul EGCG asupra progresiei ciclului celular a fost investigat in prezenta unor doze reduse de
EGCG (5 si 10 uM) sau doze relativ crescute de EGCG (50 si 75 uM). Fig. 4 indica o influenta redusa a 5 si 10
UM EGCG la nivelul fazei GO/G1 comparativ cu proba control. Reducerea numarului de celule in faza GO/G1
este evidenta Tncepand cu doze relativ marite de EGCG, respectiv 50 si 75 uM. Datele preliminare obtinute
indicd o marire a numarului de celule in faza S dupa incubarea celulelor tumorale cu 10, 50 si 75 uM EGCG
pentru 36 de ore, concentratia de 5 UM EGCG nemodificand numarul de celulele in faza S comparativ cu
proba control.
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Figura 4: Efectul EGCG asupra fazelor GO/G1 si S. Linia celulara tumorald mamara SK-BR-3 a fost tratatd cu diferite concentratii
de EGCG: 5, 10, 50 si 75 uM EGCG pentru 36 ore. Se observa scaderea numarului de celule in faza GO/G1 a ciclului celular
(coloanele gri inchis), concomitent cu marirea numarului de celule din faza S (coloanele gri deschis).

Concluzii

Tn cadrul acestor experimente preliminare s-a prezentat efectul a diferite doze de EGCG asupra progresiei
ciclului celular tumoral (linia tumorald de adenocarcinom mamar SK-BR-3). S-a observat ca doze relativ
crescute de EGCG, 50 si 75 uM, determina reducerea numarului de celule in faza GO/G1 si marirea
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numarului de celule in faza S a ciclului celular in mod similar datelor din literatura (D. Sadava & al. [12]). De
asemenea, s-a observat ca efectul EGCG la nivelul progresiei ciclului celular tumoral este dependent de
doza utilizata.

2. Etapa ll: ianuarie 2012 — decembrie 2012
Introducere

Tn aceastd etapd am continuat studiul efectului polifenolilor, respectiv al galatului de epigalocatechind
(EGCG) extras din ceaiul verde (Camellia sinensis), la nivelul liniilor tumorale mamare (SK-BR-3) si
epidermale (A431) care superexprima proteine transmembranare din familia ErbB.

Materiale si metode

Culturi celulare si tratament cu EGCG. Celulele tumorale mamare SK-BR-3 si epidermale A431 au fost crescute pana
la 60 — 70% confluentd in mediul DMEM cu L-glutamina (Sigma) suplimentat cu 10% ser fetal bovin, 100 unitati
penicilind/ml si 0.01 mg streptomicinad/ml. Culturile celulare au fost mentinute la 37 °C in incubator cu atmosfera
umeda si CO2 (5%). Mediul a fost reinnoit la 2 — 3 zile, iar proportia de subcultivare a fost de 1:2 pentru SK-BR-3 si
1:5 pentru A431. Celulele aderente subconfluente au fost tratate cu diferite concentratii de EGCG: 5, 10, 50 si 75 uM
(Sigma) dizolvata in DMSO (maxim 0,1 %) pentru diferite perioade de timp.

Colorare ADN pentru evaluarea ciclului celular. Dupa tripsinizare celulele au fost spalate in tampon fosfat salin si
pregitite pentru analiza ciclului celular. 10° celule au fost resupendate in 0,5 ml tampon fosfat salin rece, transferate
in 4,5 ml etanol 70% rece (ice cold, -20°C) si incubate peste noapte la 4°C. Dupa centrifugare, sedimentul a fost
spalat cu 5 ml tampon fosfat salin. Dupa o noua centrifugare sedimentul a fost reluat in 0,5 ml iodura de propidiu/
RNAZz3 (BD Pharmingen) si incubat 15 minute, in intuneric, la temperatura camerei. Distributia fazelor ciclului celular
a fost analizata cu ajutorul unui citometru: Becton Dickinson FACSCalibur (FACS, fluorescence-activated cell sorting
caliber) echipat cu programul de achizitie de date CellQuest. Dupa legarea iodurii de propidiu la nivelul ADN,
maximul de absorbtie este la 535 nm, maximul de emisie este la 617 nm. Pentru inregistrarea semnalului fluorescent
al iodurii de propidiu a fost utilizat un laser cu ioni de Argon cu emisie la 488 nm, iar fluorescenta a fost colectata cu
ajutorul unui filtru bandpass 585 nm (in canalul FL2 al citometrului). Pentru fiecare masuratoare au fost analizate
10000 de evenimente. Analiza cantitativa a datelor a fost realizata cu programele ModFit 3.3, WinMDI 2.9.

Apoptoza. Dupa incubarea celulelor tumorale mamare (SK-BR-3) si epidermale (A431) cu diferite concentratii de
ECGG timp de 24 h si 72 h s-a realizat colorarea acestora pentru masuratori de apoptoza. Celulele au fost colectate
prin tripsinizare (s-au colectat toate fractiile celulare), iar pentru fiecare prob3 s-au pregatit 10° celule. Dup3 spélarea
de doua ori in PBS, supernatantul a fost indepartat iar sedimentul a fost prelulat in 100 pl AVBB (Annexin V binding
buffer) conform instructiunilor producatorului (Beckman Coulter). Fiecare proba a fost incubatd cu 1 pl Anexina V-
FITC si 2,5 pl 7-AAD timp de 15 minute, in intuneric, la temperatura camerei, dupa care s-a completat volumul
probelor cu 400 ul AVBB. Probele au fost analizate prin citometrie in flux Th mai putin de o ord cu ajutorul unui
intrument FACSCalibur (Beckton Dickinson). Lungimea de unda la care au fost excitati fluoroforii a fost 488 nm (laser
cu argon, 15 mW), iar datele au fost inregistrate cu ajutorul unor filtre de tip bandpass la 530 nm pentru FITC si > 670
nm pentru 7-AAD.

Evaluarea viabilitatii celulare — WST-1 assay. Viabilitatea celulara a fost evaluata prin masurarea oxidarii sarurilor de
tetrazolium hidrosolubile, utilizandu-se reactivul WST-1 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Celulele
aderente au fost cultivate in placi cu 96 de godeuri la o concentratie de 7 x 10° celule/ godeu cu 24 h inainte de a se
efectua tratamentele. Celulele tumorale aderente au fost incubate la 37 °C, in atmosfera cu CO, cu diferite
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concentratii de EGCG pentru 24 si 48 h in triplicat. Absorbanta reactivului WST-1 a fost masurata cu ajutorul unui
spectrofotometru pentru placi cu 96 de godeuri (Sinergy HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek) la lungimile de
unda de 450 si 620 nm. Concentratia de polifenoli care conduce la moartea a 50% dintre celulele tumorale (IC50) a
fost calculata cu ajutorul programului MatLab (Mathworks Inc., Natick, MA) [2011, Varadi et al., Eur J Pharmacol]:

A\nax — A\nin
Amin + 1+10n(|0g(c)—log(IC5O)) (1)

unde, Apin Si Amax SUNt absorbantele pentru cele mai scazute si cele mai mari valori ale absorbantelor, n este
coeficientul lui Hill, ¢ este concentratia de polifenol.

Rezultate
Obiectiv 1: Studierea efectelor polifenolilor asupra ciclului celular, apoptozei si viabilitatii celulare

Efectul EGCG asupra viabilitatii liniilor celulare tumorale mamare, SK-BR-3 si epidermale, A431 a fost
studiat prin incubarea celulelor in prezenta mai multor concentratii de polifenol.
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Figura 1: Curbele de viabilitate in cazul incubarii celulelor tumorale care superexprima proteinele ErbB cu EGCG. a. Structura
EGCG; b. Curba de viabilitate celulara pentru SK-BR-3 Th urma incubarii cu diferite concentratii de EGCG; c. Curba de viabilitate
celulara pentru A431 dupa incubarea cu EGCG.

Linia celularda mamara superexprima oncoproteina ErbB2, iar linia celulara epidermala A431 superexprima
proteina ErbB1 (receptorul factorului de crestere epidermal). S-a evaluat viabilitatea celulara la 24 si 48 de
ore. Figura 1 prezinta curbele de viabilitate pentru celulele tumorale mamare SK-BR-3 (Figura 1b) si celulele
tumorarale epidermale A431 (Figura 1c). De asemenea, s-a calculat si valoarea IC50 obtinandu-se 42.14 +
1.29 uM pentru linia celulara tumorald mamara SK-BR-3 si 30.01 + 0.72 uM pentru linia celulara tumorala
epidermala A431 dupa o incubare cu EGCG de 24 h.

Figura 2a prezinta influenta EGCG la nivelul fazelor ciclului celular pentru linia tumoralda mamara SK-BR-3.
Au fost investigate mai multe concentratii de polifenol: 5, 10, 50, 75 uM EGCG. Concentratiile scazute de
polifenol nu au influentat semnificativ progresia ciclului celular, iar concentratiile de 50 si 75 uM EGCG au
determinat scdderea numarului de celule in faza GO/G1 si cresterea acestuia in fazele S si G2/M (Figura 2b).
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Figura 2: Efectul EGCG asupra progresiei ciclului celular in cazul liniei celulare tumorale mamare SK-BR-3. a. Imagini
comparative ale progresiei ciclului celular in cazul probei control si probelor incubate pentru 24 h cu 50 si 75 uM ECGC. b. Fazele
ciclului celular pentru celulele tumorale epidermale A431 incubate pentru 24 h in prezenta a 50 si 75 uM EGCG.

Analiza cantitativa a etapelor ciclului celular in cazul liniei tumorale epidermale A431 pentru concentratiile
de 50 si 75 pM EGCG a indicat modificari ale procentelor fiecarei etape a ciclului celular (Tabel 1); de
asemenea, in Tabelul 1 sunt prezentate rezultatele pentru linia tumorala mamara SK-BR-3:

Linia celulara Proba G0/G1 (%) S (%) G2IM (%)
SK-BR-3 Control 62.25 32.09 5.67
50 uM EGCG 49.81 36.76 13.44
75 UM EGCG 41.31 43.50 15.19
A431 Control 27.75 47.27 24.98
50 uM EGCG 31.26 49.58 19.16
75 UM EGCG 27.97 58.88 13.16

Tabel 1: Procentele fazelor ciclului celular dupa incubarea cu galat de epigalocatechina.

Tntr-o urmatoare etapa am fost interesati sa investigdm efectul EGCG asupra procesului apoptotic. Celulele
tumorale au fost tratate cu diferite concentratii de polifenol: 5, 10, 50, 75 uM EGCG timp de 72 h. Dupa
incubare celulele tumorale au fost colorate cu Anexina V-FITC si 7-AAD pentru identificarea celulelor viabile
(cadranul stanga jos), celulelor apoptotice timpurii (cadranul dreapta jos) si celulelor apoptotice tarzii sau
necrotice (cele doua cadrane din partea de sus a graficelor prin puncte). Figura 3 prezinta influenta EGCG la
nivelul proceselor apoptotice. S-a constatat ca EGCG la concentratii de 50 si 75 uM induce aparitia
apoptozei tarzii/ necrozei atat la nivelul liniei tumorale mamare SK-BR-3 (Figura 3a), cat si la nivelul liniei
tumorale epidermale A431 (Figura 3b). Se observad cresterea procentului de celule apoptotice tarzii/
necrotice odatda cu marirea concentratiei de EGCG, ceea ce indica dependenta procesului apoptotic de
doza de EGCG utilizata. Masuratorile de citometrie au fost realizate in Laboratorul de Imunologie, Institutul
National Victor Babes.
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Figura 3: Efectul tratamentului cu EGCG la nivelul apoptozei evaluat prin colorarea celulelor cu Anexina V - FITC si 7-AAD. a.
Linia tumorala mamara SK-BR-3; b. Linia tumorala epidermala A431

Obiectiv 2: Investigarea efectului polifenolilor asupra expresiei proteinelor ErbB

Deoarece in literatura de specialitate s-a mentionat influenta EGCG la nivelul expresiei proteinelor
membranare din familia ErbB, la nivelul Bl-integrinei, cat si observatia conform careia receptorul de
laminina 67LR este molecula receptoare pentru a fost investigat efectul EGCG la nivelul acestor proteine
membranare prin tehnica de citometrie in flux.
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Figura 4: Efectul EGCG la nivelul expresiei proteinelor membranare. a. Nivelul expresiei proteinelor membranare: ErbB2, 67LR,
betal-integrina a fost redus dupa incubarea celulelor tumorale mamare SK-BR-3 cu 50 uM EGCG pentru 2 h; b. Incubarea
celulelor tumorale epidermale A431 cu 50 uM EGCG pentru 2 h.

Celulele tumorale mamare SK-BR-3 si epidermale A431 au fost incubate in prezenta a 50 uM EGCG timp de
2 h. S-a investigat efectul EGCG la nivelul expresiei proteinelor ErbB2, receptorului pentru laminina 67LR, si
betal-integrinei in cazul liniei tumorale SK-BR-3 si la nivelul proteinelor ErbB1 (Figura 4a), receptorului
pentru laminind 67LR si betal-integrinei in cazul liniei tumorale A431 (figura 4b). Tn cazul liniei tumorale
SK-BR-3 s-a constat o scadere moderata a nivelului expresiei proteinelor membranare investigate, iar in
cazul liniei tumorale A431 s-a observat o scadere moderata a nivelului expresiei proteinei ErbB, nu s-au



observat modificari in cazul betal-integrinei si s-a constatat o crestere a nivelului expresiei receptorului
pentru laminina 67LR. Obiectivul a fost realizat in laboratoarele de Biofizica si Biologie Celulara, Facultatea
de Medicina, Universitatea din Debrecen, Ungaria.

Concluzii

n concluzie, masuratorile efectuate sustin implicarea polifenolilor, respectiv a EGCG, in blocarea progresiei
ciclului celular, in promovarea apoptozei tarzii/ necrozei si in diminuarea exprimarii proteinelor ErbB la
nivelul liniilor tumorale mamare si epidermale investigate. De asemenea, s-a constat ca efectul EGCG este
dependent de doza. Sunt necesare experimente ulterioare Tn care sa se evaluaze efectul altor polifenoli,
cat si combinatiilor acestora, in scopul recomandarii polifenolilor ca posibili agenti chemoterapeutici ai
cancerului.

3. Etapa lll: ianuarie 2012 — octombrie 2013
Introducere

Quercetina (3,3’,4’,5,7-pentahidroxi-flavona) este un metabolit secundar din plante care poate fi gasit in
ceapd, mere, struguri, ceai verde etc. (G.S. Kelly [13], F. Dajas [14]). Numeroase studii au evidentiat
efectele chemopreventive si chemoterapeutice ale quercetinei bazate pe doua activitati esentiale ale
acesteia, respectiv proprietatile sale anti-oxidante si pro-oxidante. Proprietatile anti-oxidante ale
quercetinei sunt legate de abilitatea flavonoidului de a dona electroni speciilor de oxigen reactive (ROS)
care vor fi mai putin nocive pentru macromolecula de ADN (A.). Vargas & al. [15]). Proprietatile anti-
oxidante ale quercetinei au fost observate la concentratii scazute ale acesteia, de pana la 40 uM (A.J.
Vargas & al. [15]) si au fost asociate atadt cu activitatea sa anti-inflamatorie, cat si cu efectele sale
neuroprotectoare si cardioprotectoare (F. Dajas [14]). Proprietatile pro-oxidante ale quercetinei au fost
puse in legatura cu abilitatea acesteia de a inhiba proliferarea celulelor tumorale si s-a apreciat ca aceste
proprietati antitumorale se manifesta in domeniul de concentratii 40 — 250 uM (A.J. Vargas & al. [15]). Alte
raportari indica, nsa, o activitate antitumorald a quercetinei chiar la concentratii mai scazute (3 — 50 uM)
(L. Gibellini & al. [16]).

De remarcat faptul ca, rolul antiproliferativ al quercetinei a fost evident doar in cazul celulelor
tumorale (G. Wang & al. [17], I. Baran & al. [18], S.U. Mertens-Talcott & al. [19]), in timp ce astfel de efecte
nu au fost observate Tn cazul celulelor normale (J.H. Jeong & al. [20]). Conform unor raportari anterioare,
guercetina a indus blocarea ciclului celular in faza G,/M (K. Bishayee & al. [21]), faza Go/G; (M. Yoshida &
al. [22]), ori faza S (H. Zhang & al. [23]). Datele divergente privind concentratiile la care se manifesta
activitatea antiproliferativa si varietatea efectelor asupra progresiei ciclului celular dupa incubarea cu
guercetind ne-au determinat sa investigdm aceste efecte in celulele tumorale epiteliale.

Inducerea apoptozei in liniile celulare tumorale de catre flavonoide a fost raportata de numeroase studii.
Flavonoidele pot modula atat cdile apoptotice extrinseci, cat si pe cele intrinseci prin cresterea exprimarii
caspazelor 3/7 si prin inhibarea proteinelor anti-apoptotice cum ar fi Bcl-2 (M.H. Lee & al. [24]). Studii
recente demonstreaza ca activitatea pro-apoptotica a EGCG este mediata de un receptor pentru laminina
de 67kDa (67LR), iar blocarea acestui receptor cu anticorpi specifici a condus aproape la inhibarea
completa a apoptozei in linii celulare de mielom multiplu (M. Kumazoe & al. [25]). De asemenea, s-a
raportat si influentarea progresiei ciclului celular de catre flavonoide: in timp ce EGCG poate determina



blocarea ciclului celular in faza Go/G;, genisteina ar putea conduce la blocarea progresiei ciclului celular in
faza G/M (H.C. Huang & al. [26]).

Multiple rezultate stiintifice sustin ipoteza conform careia consumul anumitor constituenti alimentari, cum
ar fi galatul de epigalocatechina (EGCG) din ceaiul verde sau genisteina din soia, este asociat atat cu riscul
redus de cancer (C.S. Yang & al. [27], S.J. Park & al. [28]). Efectul acestor flavonoide asupra apoptozei,
progresiei ciclului celular si fosforilarii receptorilor tirozin kinazici (RTK) a fost studiat in diferite linii celulare
tumorale (M. Masuda & al. [9], M. Shimizu & al. [29]). Cu toate acestea, mecanismul molecular de actiune
al flavonoidelor in liniile celulare care superexprima proteinele ErbB ramane a fi elucidat. Proteinele ErbB,
o familie de RTK, au un rol central in dezvoltarea diferitelor forme de cancer (Y. Yarden & al. [1], N.E. Hynes
& al. [30]). Familia proteinelor ErbB cuprinde patru membri, de la ErbB1 la ErbB4, iar superexprimarea
acestora este asociatd cu fenomene de invazivitate, metastazare si inhibare a apoptozei in celulele
tumorale (Y. Yarden & al. [1]). ErbB1, receptorul factorului de crestere epidermal (EGF), formeaza homo- si
heterodimeri, declansand activarea cadilor de semnalizare intracelulara dupa cuplarea ligandului (N.E.
Hynes & al. [31]).

Caracterizarea asocierii dintre proteine sau a modificarilor acestora induse de cuplarea fiziologica a
liganzilor sau a altor molecule cu efect terapeutic, nu permite doar elucidarea declansarii semnalizarii
intracelulare, ci reprezinta si o modalitate terapeutica ce ar putea fi abordata in viitor. O varietate de
metode este valabila pentru investigarea interactiilor dintre proteine, incluzand: tehnici de biologie
moleculara (exemplu: imunoprecipitarea, "yeast two-hybrid” (M.P. Williamson & al. [32]), tehnici care se
bazeaza pe diferite manifestari ale fluorescentei transferului de energie (FRET) (E.A. Jares-Erijman & al.
[33]) sau variatii ale fluorescentei din tehnicile spectroscopice (fluorescence correlation spectroscopy,
FCS)(E. Haustein & al. [34]).

Studiul de fata a avut ca scop testarea abilitatii quercetinei, EGCG si genisteinei de a inhiba proliferarea
celulelor tumorale in cazul a doua linii celulare de cancer epitelial, respectiv celulele tumorale mamare SK-
BR-3 si celulele de carcinom epidermoid A-431. Am studiat, efectele antiproliferative ale quercetinei, in
primul rand, prin evaluarea progresiei ciclului celular si, in al doilea rand, prin investigarea activitatii pro-
apoptotice a acesteia. Datele noastre sustin atat abilitatea quercetinei de a interfera cu progresia ciclului
celular cat si capacitatea acesteia de a produce efecte pro-apoptotice intr-o maniera dependenta de timp
si de doza in celulele tumorale epiteliale SK-BR-3 si A-431. De asemenea, EGCG a fost mai eficienta in
inducerea apoptozei tarzii/necrozei, iar genisteina a blocat progresia ciclului celular in faza G,/M. S-a
observat ca efectul antiproliferativ al EGCG a fost mediat de 67LR. Masuratorile de citometrie in flux au
indicat reducerea nivelului de exprimare a proteinelor ErbB1 si ErbB2 dupa incubarea celulelor tumorale in
prezenta EGCG, dar nu in prezenta genisteinei.

Materiale si metode
Chimicale si reactivi

Quercetina, EGCG, genisteina si dimetilsulfoxidul (DMSO) au fost obtinute de la Sigma Aldrich, sarurile hidrosolubile
de tetrazolium 4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat (WST-1) de la Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany, iodura de propidiu /RNaza de la BD Biosciences, Annexin V-FITC de la
Beckman Coulter, Brea, CA si 7-AAD de la BD Biosciences, San Jose, CA. Mediul Dulbecco modificat (DMEM), serul
bovin fetal (FBS), penicilina/streptomicina au fost de la Sigma Aldrich si L-glutamina de la Gibco — Life Technologies.
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Culturi celulare si anticorpi

Liniile celulare de cancer de san uman SK-BR-3 si de carcinom epidermoid uman A-431 au fost obtinute de la
American Type Culture Collection (Rockville, MD) si au fost crescute conform cu specificatiile respective. Pe scurt,
celulele tumorale au fost cultivate in DMEM suplimentat cu 10% FBS, 100 unitati/ml penicilind si 100 pg/ml
streptomicinag, la 372C, intr-un incubator umidificat cu atmosfera de 5% CO,.

Au fost utilizati urmatorii anticorpi anti-ErbB1: anticorpul monoclonal 528 (Mab528) produs de linia celulara de tip
hibridoma HB-8509 obtinuta de la ATCC conjugat direct cu AlexaFluor 546 sau AlexaFluor 647; anticorpul umanizat
anti-ErbB2, Herceptin (Roche, Budapest, Hungary) conjugat direct cu AlexaFluor 546 sau AlexaFluor 647.

Testul de viabilitate

Celulele SK-BR-3 si A-431 au fost cultivate in triplicat la o densitate de 7 - 10° celule/ esantion in plici cu 96 de
godeuri, cu 24 h Tnaintea experimentelor. Tratamentul cu diferite concentratii de quercetina timp de 24 h a fost
realizat Tn mediu fara ser (H. van der Woude & al. [35]). Concentratia finala de DMSO in mediul de cultura a fost de
0.05%. Testul de viabilitate a fost efectuat in triplicat utilizand reactivul de proliferare WST-1 bazat pe reducerea
sarii de tetrazolium WST-1 la formazan de catre dehidrogenazele mitocondriale. Absorbanta formazanului s-a
masurat la 450 nm si a fost corectatd la 620 nm cu ajutorul unui spectrofotometru pentru placi cu 96 de godeuri
(ELISA reader).

Analiza ciclului celular

Dupa tratamentul cu flavonoid (0, 5, 10, 50, si 75 UM quercetind) timp de 24 h in mediu complet celulele au fost
recoltate prin tripsinizare, fixate in etanol 70% rece (ice cold) si stocate la -20 °C. Etanolul a fost inlaturat prin
centrifugare si celulele au fost spélate in PBS dupd care 10° celule/esantion au fost colorate cu iodurd de propidiu/
RNAza timp de 15 minute la intuneric, conform cu instructiunile producatorului. Continutul de ADN a fost analizat cu
ajutorul unui instrument FACSCalibur (Becton Dickinson). Pentru excitarea la 488 nm s-a folosit un laser cu ioni de
argon racit cu aer (15 mW) si au fost colectate datele de la 10000 evenimente/esantion cu un filtru trece banda de
585-nm. Experimentele au fost realizate in triplicat. Analiza datelor s-a efectuat in functie procentele de celule aflate
in fazele Go/Gy, S si G,/M ale ciclului celular.

Evaluarea apoptozei

Celulele tumorale au fost incubate cu 0, 5, 10, 50, si 75 uM quercetina in mediu complet timp de 24 si 72 h. Celulele
au fost colectate prin tripsinizare, spélate de doud ori in PBS si 10° celule/esantion au fost dublu colorate cu Annexin
V-FITC si 7-AAD conform instructiunilor producatorului. Probele au fost analizate prin citometrie n flux in mai putin
de o ora cu ajutorul unui intrument FACSCalibur (Beckton Dickinson San Jose, CA). Lungimea de unda la care au fost
excitati fluoroforii FITC si 7-AAD a fost 488 nm (laser cu argon, 15 mW), iar datele au fost inregistrate cu ajutorul
unor filtre de tip bandpass la 530 nm pentru FITC si > 670 nm pentru 7-AAD. La analiza datelor, celulele Annexin V-
FITC/7-ADD", Annexin V-FITC*/7-ADD”, Annexin V-FITC*/7-ADD" si Annexin V-FITC/7-ADD" au fost considerate ca
fiind viabile, apoptotice timpurii, apoptotice tarzii si necrotice. Experimentele s-au efectuat in triplicat.

Marcarea imunofluorescentd pentru citometria in flux

Celulele tripsinizate, mentinute pentru 24 h in mediu fara ser, au fost incubate pentru alte 24 h in prezenta a diferite
concentratii de flavonoide (de asemenea, in mediu fard ser). Anticorpii primari anti-ErbB2 (Herceptin-Alexa Fluor
488), ErbB1 (528-Alexa Fluor 488) au fost utilizati la o concentratie de 20 pg/ml. Incubarea cu anticorpii primari
marcati fluorescent a avut loc pe gheata, timp de 30 minute, fiind urmata de spalare in PBS rece si fixare cu 4%
formaldehida. Fluorescenta de la 20000 de celule s-a masurat cu ajutorul citometrului in flux FACSCalibur (Becton
Dickinson).
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Fluorescence resonance energy transfer (FRET)

FRET a fost masurat cu ajutorul citometrului in flux FACSArray. Anticorpii conjugati direct cu AlexaFluor 546 si
AlexaFluor 647 au fost utilizati ca donor si acceptor. Intensitatea fluorescentei donorului, FRET si acceptorului au fost
masurate pentru spectrele de galben, rosu inderpartat si rosu. Fluorescentele pentru galben si rosu indepartat au
fost excitate cu 532 nm laser solid si detectate folosind un filtru band-pass de 585/42 nm si un filtru long-pass la 635
nm. Fluorescenta pentru spectrul rosu a fost excitata folosind o dioda laser cu emisie de 635 nm, iar detectarea
acesteia s-a realizat utilizdnd un filtru band-pass 661/16 nm. Probele control necesare, calibrarea probelor si
principiile de evaluare au fost descrise intr-un alt articol (P. Nagy & al. [36]). Datele masurate in cazul a 20000 de
evenimente au fost analizate cu programul ReFlex (G. Szentesi & al. [37]). Eficienta FRET este invers corelata cu
puterea a sasea dintre donor si acceptor si este interpretata ca o modalitate de masurare a asocierii dintre molecule
(J. Szollosi & al. [38]).

Statistica

Datele sunt prezentate ca media t+ e.s.m. pentru trei masuratori independente, daca nu se specifica altfel.
Pentru analiza statistica s-a folosit testul t’Student.

Rezultate si discutii
Obiectiv 1: Studierea efectelor polifenolilor asupra ciclului celular, apoptozei si viabilitatii celulare
Efectul bifazic al quercetinei in liniile celulare tumorale mamare si epidermoide

Quercetina (Figura 1) a fost administrata celulelor tumorale SK-BR-3 si A-431 in diferite concentratii: 0, 2.5,
10, 20, 40, 80, 160 si 320 uM timp de 24 h. Concentratiile mari de quercetind au avut un efect inhibitor in
ambele linii celulare tumorale (Figura 2).

quercetin (3,3',4'.5,7-pentahydroxyflavone)

Figura 1. Structura chimica a quercetinei (3,3’4’,5,7-pentahydroxyflavona).

La incubarea timp de 24 h in prezenta quercetinei, linia celulara A-431 s-a dovedit a fi mai sensibila la
efectul antiproliferativ al acesteia comparativ cu linia celulara SK-BR-3. Pe de alta parte, concentratii de
guercetind mai scazute, in particular de cca. 2.5 uM au indus o tendintad de crestere a viabilitatii in celulele
tratate, comparativ cu probele control (Figura 2). Viabilitatea celulara a crescut cu 15% si 16% dupa
aplicarea a 2.5 uM in linia celulard SK-BR-3 si A-431, respectiv. Datele ar putea sugera un efect bifazic al
quercetinei in liniile celulare tumorale SK-BR-3 si A-431.

Blocarea fazei S a liniei celulare mamare SK-BR-3 la concentratii ridicate de quercetind

Pentru a identifica mecanismul responsabil de efectul inhibitor al quercetinei in linia celulara SK-BR-3 am
evaluat efectul acesteia asupra continutului de ADN, masurat prin citometrie in flux (Figura 3). Pentru a
evalua progresia ciclului celular, si anume fazele Go/G3, S si Go/M, au fost utilizate histogramele inregistrate
pentru continutul de ADN.
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Figura 2. Inhibitia viabilitatii celulare de catre quercetina in celulele de cancer de san SK-BR-3 (A) si de carcinom epidermoid
A-431 (B). Celulele tumorale au fost incubate cu diferite concentratii de quercetinad timp de 24 h si viabilitatea celularad a fost
masurata cu testul WST-1. Datele reprezintda media £ e.m.s. pentru experimente in triplicat. Diferentele semnificative fata de
control: **p<0.01, ***p<0.001.

Dupa incubarea cu 50 si 75 mM quercetina numarul de celule SK-BR-3 in faza S s-a marit cu 64% (p<0.01) si
respectiv 78% (p<0.001) in comparatie cu 30% in probele control. Dupa cum se observa in Figura 3, efectul
a fost dependent de doza. Aceasta crestere a fost insotita de o scadere semnificativa a populatiei celulare
in faza Go/Gy, de la 63% in probele control la 6% pentru 50 si 75 uM quercetina (p<0.001). La concentratii
de 10 uM querceting, blocarea fazei S a fost moderata. Concentratii mici de quercetina (5 uM) nu au dus la
modificari semnificative in distributia ciclului celular al liniei celulare SK-BR-3.
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Figura 3. Efectul quercetinei asupra ciclului celular in cazul liniei tumorale SK-BR-3. Celulele tumorale, dupa tratamente cu 0, 5,
10, 50, si 75 uM quercetina, au fost colorate cu iodura de propidiu, si apoi continutul de ADN a fost analizat prin citometrie in
flux. (A) Histograme reprezentative ale distributiei ADN. (B) Media = DS pentru fazele Go/G,, S, si G,/M fara tratament, respectiv
cu tratament cu quercetina (n = 3); diferentele semnificative fata de control: **p<0.01, ***p<0.001.

Blocarea fazei Go/G; a liniei celulare tumorale epidermoide A-431 la concentratii scdzute de quercetind

n cazul acestei linii celulare efectul quercetinei a depins de concentratia utilizat3 (Figura 4). Concentratiile
scazute de quercetind, in domeniul 5 — 10 uM, au indus blocarea ciclului celular in faza Go/G1. Concentratii
mai mari, 50 — 75 pM, au dus la o acumulare moderatad a celulelor tumorale in faza S, intr-o maniera
dependenta de doza. Rezultatele au sugerat din nou un efect al quercetinei bifazic, dependent de doza.

Efectul flavonoidelor (quercetind, EGCG, genisteind) asupra apoptozei in liniile celulare SK-BR-3 si A-431
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Pentru investigarea efectului quercetinei asupra apoptozei, liniile celulare SK-BR-3 si A-431 au fost colorate
cu Annexin V-FITC si 7-AAD, dupa care s-au efectuat masuratorile prin citometrie in flux (Figura 5).
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Figura 4. Efectul quercetinei asupra distributiei ciclului celular in celulele tumorale epidermoide A-431. Celulele fixate in
etanol au fost colorate cu iodura de propidiu si masurate prin citometrie in flux. (A) Histograme reprezentative pentru celulele
tumorale tratate cu 0 si 10 uM quercetina. (B) Datele reprezinta media + SD (n = 3) si asteriscurile indica diferentele
semnificative fata de probele control, *p<0.05.
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Figura 5. Efectele quercetinei asupra apoptozei in celulele tumorale SK-BR-3 si A-431. Dupa tratamentul timp de 72 h cu
querceting, celulele tumorale au fost colorate cu Annexin V-FITC si 7-AAD si mdsurate prin citometrie in flux in intervalul de o
ora. (A) Diagrame prin puncte, reprezentative pentru celulele A-431. (B) Celulele apoptotice, incluzand atat celulele apoptotice

timpurii (Ann V*/7-AAD’) cat si tarzii (Ann V/7-AAD’) sunt prezentate comparativ cu celulele vii (Ann V'/7-AAD). Datele
reprezintd media £ e.m.s. pentru experimentele in triplicat si asteriscurile indica diferentele semnificative fata de probele
control, *p<0.05.
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Procentajul de celule apoptotice a fost calculat din suma celulelor apoptotice timpurii (Annexin V*/7-AAD’)
si tarzii (Annexin V/7-AAD"). in ambele linii celulare tumorale s-au observat efecte ale quercetinei,
moderate si dependente de doza, asupra generarii de celule apoptotice. Incubarea cu 75 uM quercetina
timp de 72 h a indus o crestere a evenimentelor apoptotice de la 3% la 18% in SK-BR-3 si de la 3% la 19% in
A-431. Timpi de incubare mai redusi (24 h) in prezenta quercetinei nu au modificat procentul de celule
apoptotice.

Pentru a verifica inducerea mortii celulare programate de catre EGCG si genisteina, liniile celulare tumorale
au fost marcate cu Annexina V-FITC si cu 7-AAD (Figura 6A). Dupa incubarea celulelor tumorale cu 75 pM
EGCG cca 80% din celulele tumorale A-431 si cca 40% din celulele tumorale SK-BR-3 au fost Thcadrate in
categoria celulelor apoptotice tarzii/necrotice. Genistein a indus apoptoza tarzie/necroza in celulele
tumorale A-431, dar nu prezentat un efect semnificativ asupra celulelor tumorale SK-BR-3. Aceste
experimente sugereaza ca linia celulara A-431 este mai sensibila la efectul citotoxic al EGCG, comparativ cu
linia celulara SK-BR-3.

Inhibarea viabilitatii celulare de catre flavonoide (quercetina, EGCG, genisteind) s-ar putea explica cu
ajutorul a doua mecanisme de actiune diferite: in primul rand flavonoidele (genisteina si quercetina) pot
induce blocarea progresiei ciclului celular intr-o maniera dependentda de doza si de linia celulara
investigata; in al doilea rand, administrarea unor doze crescute de flavonoide pe o perioada mai
indelungata de timp conduce la aparitia de evenimente apoptotice.
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Figura 6. Inducerea apoptozei tarzii/necrozei in liniile celulare tumorale care superexprima proteinele ErbB. (A) Liniile celulare
SK-BR-3 si A-431 au fost incubate cu 50 si 75 uM EGCG si genisteind pentru 72 h in mediu complet dupa care au fost marcate cu
Annexina V-FITC si 7-AAD pentru masuratorile apoptotice de citometrie in flux. Coloanele suprapuse indicd procentele de celule
viabile (Annexin V-FITC"/7-ADD"), apoptotice timpurii (Annexin V-FITC'/7-ADD"), apoptotice tarzii (Annexin V-FITC"/7-ADD") si
necrotice (Annexin V-FITC/7-ADD"). Pentru masuratorile de citometrie in flux au fost analizate 10000 evenimente (n = 3). (B)
Celulele pretratate cu anticorpul anti-67LR pentru 3 h au fost incubate in prezenta concentratiilor indicate de EGCG pentru 24 h.
Proliferarea celulara a fost masurata dupa indepartarea EGCG folosind reactivul WST-1 si masuratori de spectrofotometrie (n =
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3, media £ e.s.m.). Asteriscul indica diferente semnificative din punct de vedere statistic comparativ cu probele control (*P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). E, EGCG; G, genisteina.

Moartea celulara indusa de EGCG in celulele tumorale este mediata de receptorul pentru laminina, 67LR.

Studii anterioare au raportat ca 67LR este un receptor pentru EGCG in celulele tumorale pulmonare A549
(H. Tachibana & al. [39]). Noi am fost interesati sa investigam daca acest fenomen se confirma si in celulele
tumorale care superexprima proteinele ErbB. Tn acest scop celulare tumorale au fost incubate initial cu 20
ug/ml anticorp anti-67LR, incubare urmata de mentinerea celulelor in prezenta EGCG pentru 24 h. Blocarea
regiunii extracelulare a receptorului pentru lamininda a redus efectul antiproliferativ al EGCG asupra
celulelor tumorale SK-BR-3 si A-431 (Figura 6B). Aceste rezultate sustin ipoteza ca 67LR este o molecula
implicata Tn mecanismul de actiune al EGCG linile celulare tumorale care superexprima proteinele ErbB.

Genisteina produce blocarea ciclului celular in liniile celulare tumorale care superexprima proteinele
ErbB.

Genisteina a fost eficienta in blocarea progresiei ciclului celular in special la concentratii de 50 si 75 pM.
Celulele tumorale mamare SK-BR-3 au fost blocate in faza G,/M dupa incubarea cu genisteina (Figura 7A),
iar aceasta crestere a procentului de celule in faza G,/M a fost corelata cu scaderea procentului de celule in
faza Go/G;. Celulele de carcinom epidermoid A-431 au prezentat un raspuns similar la actiunea genisteinei
ca si celulele tumorale mamare (Figura 7B).
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Figura 7. Analiza ciclului celular in celulele tumorale SK-BR-3 si A-431 tratate cu genisteina. Celulele tumorale SK-BR-3 (A) si A-
431 (B) au fost tratate cu 50 si 75 pM EGCG si genisteina pentru 36 h. Distributia fazelor ciclului celular a fost determinata prin
masuratori de citometrie in flux dupa evaluarea continutului de ADN marcat cu iodura de propidiu (au fost evaluate 10000
evenimente/proba, n = 3). Asteriscul reprezinta diferentele semnificative comparative cu probele control (¥*P < 0.05, ¥**P <
0.001). E, EGCG; G, genistein.
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Efectul EGCG asupra progresiei ciclului celular nu a fost la fel pronuntat precum cel al genisteinei, sugerand
ca genisteina este mult mai eficienta in blocarea ciclului celular decat EGCG. Date contradictorii au fost
raportate Tn legdturd cu blocarea ciclului celular in faza Go/G; de citre EGCG. in timp ce unele rezultate
sugereaza un astfel de efect, alte cercetdri nu confirma astfel de efecte (J.F. Sah & al. [40]). Date noastre
sunt Tn acord cu cele care sustin inabilitatea EGCG de a influenta semnificativ distributia fazelor ciclului
celular. Pe de alta parte, efectul antiproliferativ al genisteinei pare a se baza aproape exclusiv pe
proprietatea acesteia de a bloca progresia ciclului celular in faza G,/M. Aceste rezultate sunt in
concordanta cu rezultate raportate de alte grupuri de cercetare care au observat ca blocarea ciclului
celular in faza G,/M este corelatd cu supexprimarea proteinei p21 si scaderea expresiei ciclinei B1; de
asemenea, mecanismul molecular de actiune al genisteinei asupra ciclului celular ar putea implica si
interactia acesteia cu microtubuli (S. Mukherjee & al. [41]).

Obiectiv 2: Investigarea efectului polifenolilor asupra expresiei proteinelor ErbB

EGCG, dar nu genisteina, induce reducerea expresiei proteinelor ErbB la suprafata celulelor tumorale SK-
BR-3 si A-431.

Masuratorile de citometrie in flux au fost efectuate dupa incubarea celulelor tumorale pentru 24 h in
prezenta a 50 uM EGCG si genisteina, in absenta serului. Linia celulara SK-BR-3 a fost marcata fluorescent
pentru ErbB2, iar linia celulara A-431 pentru ErbB1. EGCG a indus scaderea cu 30% a nivelului expresiei
proteinelor ErbB1 si ErbB2, in timp ce genisteina nu a afectat in mod semnificativ expresia proteinelor ErbB
(Figura 8). Tratamentul celulelor tumorale cu flavonoide in prezenta serului nu a modificat semnificativ
expresia proteinelor ErbB, sugerand ca acest efect a fost amplificat de absenta serului.
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Figura 8. EGCG reduce expresia proteinelor ErbB in liniile tumorale mamare si de carcinoma epidermoid. (A)
Masuratori de citometrie in flux pentru evaluarea nivelului de exprimare a proteinei ErbB1 (linia celulara A-431) si a proteinei
ErbB2 (linia celulara SK-BR-3) dupa tratamentul cu 50 uM EGCG si genistein pentru 24 h in mediu fara ser (n = 3).

O posibila explicatie a rolului protector al serului impotriva efectului flavonoidelor asupra expresiei
proteinelor ErbB in liniile celulare tumorale ar putea fi corelata cu abilitatea unor proteine, de exemplu
albumina, de a lega flavonoide (T. Ishii & al. [42]). Este cunoscut faptul ca ErbB2 este o proteina rezistenta
la procesul de internalizare (A.M. Hommelgaard & al. [43]), iar flavonoide care pot induce internalizarea
acesteia pot fi considerate potentiali agenti terapeutici.

Obiectiv 3: Studierea efectelor polifenolilor asupra asocierii proteinelor ErbB (interactiunea dintre
proteinele ErbB, B1-integrina, receptorul pentru laminina (67LR); homoassocierea ErbB1, ErbB2)
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Studiul efectului flavonoidelor asupra asocierii proteinelor ErbB la suprafata celulelor tumorale

Celulele tumorale de carcinom epidermoid A-431 au fost marcate fluorescent pentru masuratori FRET cu
ajutorul citometriei in flux.
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Figura 9: Homoasocierea proteinelor ErbB1 dupa tratamentul cu flavonoide. Celulele A-431 au fost cultivate in absenta serului
pentru 24 h si incubate cu EGCG si genisteina pentru alte 24 h in mediu complet. Celulele au fost marcate cu anticorpi anti-ErbB1
(Mab528) conjugati cu AlexaFluor 546 sau AlexaFluor 647. Eficienta FRET a fost mdsurata folosind citometria in flux.

Astfel proteinele ErbB1 au fost marcate dublu cu anticorpi anti-ErbB1 conjugati cu AlexaFluor 546 si
AlexaFluor 647. Eficienta transferului de energie in cazul probele control, celor tratate cu EGCG si cu
genisteina au urmatoarele valori (Figura 9): 8,7 £ 0,5 % (control), 4,5 + 0,3 (EGCG) si 8,9 + 0,8 (genisteina).

Se poate observa o tendinta de scadere a eficientei transferului de energie dupa incubarea celulelor
tumorale cu EGCG pentru 24 h. in schimb genisteina nu a indus modificdri semnificative ale valorii
eficientei transferului de energie in cazul homoasocierii proteinelor ErbB1l. Tendinta de diminuare a
eficientei transferului de energie dupa tratamentele cu EGCG este in concordanta cu datele referitoare la

nivelul de expresie al proteinelor ErbB1, astfel doar EGCG, si nu genisteina, influenteaza homoasocierea
proteinelor ErbB1.
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Figura 10: Homoasocierea proteinelor ErbB2 dupa tratamentul cu flavonoide. Celulele SK-BR-3 au fost cultivate Tn absenta
serului pentru 24 h si incubate cu EGCG si genisteind pentru alte 24 h in mediu complet. Celulele au fost marcate cu anticorpi
anti-ErbB2 (Herceptin) conjugati direct cu AlexaFluor 546 sau AlexaFluor 647. Eficienta FRET a fost masurata folosind citometria
n flux.
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Tn mod similar au fost efectuate mésuratori FRET pentru evaluarea asocierii proteinelor ErbB2 la suprafata
celulelor tumorale SK-BR-3 (Figura 10). Proteinele ErbB2 au fost dublu marcate cu o combinatie de
anticorpi anti-ErbB2 conjugati cu AlexaFluor 546 si AlexaFluor 647. Incubarea celulelor tumorale SK-BR-3 cu
50 uM EGCG si genisteina nu au condus la modificari semnificative comparativ cu probele control: 4,1 £ 0,3
% (control), 3,2 £ 0,4 (EGCG) si 5,4 + 0,5 (genisteina).

Tn linia tumorald A-431 nivelul expresiei proteinelor ErbB1 este in jur de 1,2 x 10° receptori/celul3 (P. Nagy
& al. [44]), iar in linia tumorald SK-BR-3 nivelul de exprimare al proteinelor ErbB2 este de aproximativ 0,8 x
10° receptori/celuld (M.M. Mocanu & al. [11]). Cu toate c3 aceste linii celulare exprim3 un numar mare de
receptori la suprafata lor, ceea ce ar crea conditiile necesare masurarii homoasocierii proteinelor ErbB,
totusi valorile eficientei transferui de energie au fost reduse. Valori crescute ale eficientei transferului de
energie se pot masura cu usurintd in momentul in care se evalueaza doi epitopi extracelulari localizati la
nivelulul aceleiasi molecule, de exemplu ErbB2, in aceste conditii eficienta transferului de energie putand
ajunge in jur de 40% (M.M. Mocanu & al. [45]). Date fiind aceste conditii, masuratorile FRET dintre 67LR si
proteinele ErbB sau dintre B1-integrina si proteinele ErbB nu au mai fost efectuate, tinand cont ca expresia
67LR sau a Bl-integrinei este mult mai redusa decat cea a proteinelor ErbB care sunt superexprimate in
celulele tumorale. Aceste masurdtori au fost efectuate in colaborare cu Departamentul de Biofizica si
Biologie Celulara, Universitatea din Debrecen, Ungaria, grupul de lucru coordonat de Prof. Dr. Janos
Sz6l16si.

Concluzii

Studiul de fata aduce noi evidente ce sustin activitatea antiproliferativa a flavonoidelor (quercetina, EGCG,
genisteina) Th doua linii celulare tumorale cu origine epiteliald. Luate Tmpreuna aceste rezultate sprijina
ipoteza noastra centrala privind reducerea viabilitatii celulare de catre flavonoide prin modularea
progresiei ciclului celular (quercetina, genisteina) si prin promovarea efectelor pro-apoptotice (EGCG). Tn
studiul de fata am aratat ca: i) in timp ce EGCG are mai degraba un efect citotoxic, genisteina si quercetina
sunt mult mai eficiente in blocarea progresiei ciclului celular; ii) efectul anti-proliferativ ale EGCG este
blocat de anticorpi anti-67LR; iii) EGCG, si nu genisteina, produce scdderea expresiei proteinelor ErbB1 si
ErbB2 de la nivelul membranei plasmatice. Studii ulterioare vor fi necesare pentru investigarea efectului
EGCG sau genisteinei in combinatie cu alte molecule terapeutice pentru a evalua impactul antitumoral al
acestor flavonoide.

Tehnica FRET se bazeaza pe principii fizice solide si implicad transferul non-radiativ de energie de la o
molecula donor excitatd la o molecula acceptor localizata la o distanta maxima de 2 — 10 nm. De aceea,
FRET a mai fost denumita si “rigla spectroscopica” (E.A. Jares-Erijman & al. [33], P. Nagy & al. [36], J.
Szollosi & al. [38], L. Stryer [46]). Luand in considerare rezultatele privind modificarea asocierii moleculare
in cazul proteinelor ErbB1 si ErbB2 se poate sugera ca EGCG determina aparitia unei tendinte de reducere a
homoasocierii proteinelor ErbB1 la suprafata celulelor tumorale de carcinom epidermoid. Astfel de
modificari nu s-au observat in cazul proteinelor ErbB2 sau dupa tratamente efectuate cu genisteina, ceea
ce ne-a determinat sa oprim investigarea asocierii proteinelor ErbB cu 67LR sau cu Bl-integrina. Ne
propunem sa investigam alte aspecte ale modificarii localizarii receptorilor membranari in corelatie cu
asocierea acestora cu regiunile de tip "lipid rafts” din membrana plasmatica.
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4. Etapa IV: ianuarie 2013 — octombrie 2014
Introducere

Studiul efectului polifenolilor, cu accent pe galatul de epigalocatechind (EGCG) extras din ceaiul verde
(Camellia sinensis), la nivelul liniilor celulare de adenocarcinom mamar (SK-BR-3) si carcinom epidermoid
(A431) a fost continuat Tn scopul Tndeplinirii obiectivelor din planul de realizare a proiectului, respectiv
obiectivul 4: investigarea corelatiei dintre statusul activat al proteinelor ErbB si tratamentele cu polifenoli
si obiectivul 5: investigarea efectului polifenolilor asupra cailor de semnalizare ale proteinelor ErbB.

Materiale si metode

Culturi celulare, tratamente cu EGCG si factori de crestere. Celulele tumorale mamare SK-BR-3 si
epidermale A431 au fost crescute pana la 60 — 70% confluenta in mediul DMEM cu L-glutamina (Sigma)
suplimentat cu 10% ser fetal bovin, 100 unitati penicilind/ml si 0.01 mg streptomicina/ml. Culturile celulare
au fost mentinute la 37 °C in incubator cu atmosfera umeda si CO2 (5%). Mediul a fost reinnoit la 2 — 3 zile,
iar proportia de subcultivare a fost de 1:2 pentru SK-BR-3 si 1:5 pentru A431. Celulele aderente
subconfluente au fost tratate cu diferite concentratii de EGCG: 10, 50, 100 si 200 pM (Sigma Aldrich)
dizolvata in DMSO (maxim 0,1 %) pentru diferite perioade de timp. Tratamentele cu factori de crestere:
factorul de crestere epidermal (EGF) au fost efectuate dupa pre-tratamentul cu EGCG, fiind folosita o
concentratie de 100 ng/ml EGF (Sigma Aldrich), timp de 10 minute, la 37°C.

Marcarea intracelulara pentru citometria in flux. Marcarea proteinelor intracelulare a fost realizata dupa
fixare in 3.7% formaldehida pentru 20 minute la temperatura camerei urmata de permeabilizare cu 0.2%
Triton X-100 (proteine citoplasmatice) si 0.1% Triton X-100 (proteine membranare), timp de 15 minute la
temperatura camerei. Anticorpii primari utilizati pentru marcari au fost: pErbB1 (Y1173, Exbio), pErbB1
(Y1068, clona 1H12, Cell Signaling), pErbB2 (Y1428, Ab-18, clona PN2A, ThermoScientific), pAkt(S473)-PE
(BD Bioscience), pERK(Y204)-FITC (Santa Cruz), pFAK(S910)-PE (BD Bioscience) si c-fos-PE (Santa Cruz).
Anticorpii secundari: Alexa Fluor 546 (Invitrogen/LifeTechnologies). Celulele au fost incubate pentru 1 ora
la 4°C, spalate (10 minute, 1500 rpm) si resuspendate in PBS pentru analiza.

Masuratorile de citometrie in flux au fost efectuate cu un citometru Beckman Coulter Gallios, excitatia fiind
la 488 nm (10000 evenimente/proba). Emisia a fost inregistrata cu ajutorul urmatoarelor filtre: 525/40 nm
(FL-1, 525 BP 40) pentru FITC si 575/30 nm (FL-2, 575 BP 30) pentru PE. De asemenea, o parte de
masuratori au fost efectuate cu un citometru FACS Array BD Bioscience cu excitatie la 532 nm. Emisia a fost
fnregistratd cu un filtru 585/42 nm bandpass pentru Alexa Fluor 546. Analiza datelor a fost efectuata cu
FCS Express si WinMDI 2.9.

Rezultate

Obiectiv 4: Investigarea corelatiei dintre statusul activat al proteinelor ErbB si tratamentele cu polifenoli.
Studii recente au confirmat efectul anti-carcinogen al polifenolilor prin modularea fosforilarii receptorilor
tirozin-kinazici. Rezultate de biochimie moleculara (western blot) au demonstrat blocarea fosforilarii EGFR,

Akt si mTOR dupa administrarea a 72 si 256 uM EGCG unei linii celulare de adenocarcinom pulmonar, A-
549 pentru 6, 12 si 24 h (J. Relat & al. [47]).
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Figura 1: Efectul EGCG la nivelul situsului de fosforilare Y1173 al EGFR (ErbB1) a fost amplificat in mod semnificativ dupa
stimularea celulelor cu factorul de crestere epidermal (EGF). Variatia perioadei de incubare cu EGCG a liniei celulare A-431 de la
30 la 120 minute nu modifica semnificativ efectul EGGC asupra fosforilarii EGFR (Y1173).

Pentru investigarea efectului EGCG asupra activarii proteinelor ErbB, aceastea au fost marcate cu anticorpi
care recunosc situsurile fosforilate ale proteinelor. Astfel receptorul factorului de crestere epidermal
(EGFR) a fost marcat pentru situsurile Tyr 1173 si Tyr 1068. Activarea oncoproteinei ErbB2 a fost evaluata
cu ajutorul unui anticorp ce recunoaste tirozina fosforilata la nivelul situsului intracelular 1248. Expresia
tirozinei fosforilate la nivelul rezidurilor 1173 si 1068 a EGFR a fost investigata prin citometrie in flux si s-a
constatat amplificarea fosforilarii in urma tratamentelor cu EGF (Figura 1). Varierea perioadei de incubare
cu EGCG intre 30 si 120 minute nu a modificat rezultate initiale, ceea ce a determinat continuarea
experimentelor cu utilizarea unei perioade de incubare de 30 minute. Doze crescatoare de EGCG au indus
reducerea fosforilarii intracelulare la nivelul situsurilor Y1173 si Y1068 in mod dependent de doza (Figura
2). Erlotinib, un inhibitor al fosforilarii EGFR a fost utilizat cu rol de control negativ. Efectul EGCG a fost
investigat si asupra activarii ErbB2 (Y1428) utilizdndu-se doze crescatoare de polifenol, iar ca negativ
control a fost utilizat lapatinib, un inhibitor al fosforilarii atat a EGFR cat si a ErbB2. Deoarece, oncoproteina
ErbB2 este considerata un receptor orfan de ligand, ea existdnd intr-o conformatie extinsa ce mimeaza
cuplarea ligandului (N.E. Hynes & al. [30]) nu au fost utilizati factori de crestere pentru investigarea
corelarii dintre EGCG si factorii de crestere in cazul acesteia. S-a observat ca efectul EGCG asupra activarii
ErbB2 (Y1248) nu a fost semnificativ in cazul incubarii in prezenta flavonoidului (datele nu sunt prezentate).

Obiectiv 5: Investigarea efectului polifenolilor asupra cailor de semnalizare ale proteinelor ErbB.

Au fost abordate doua modalitati de investigare a efectului EGCG asupra fosforilarii proteinelor
intracelulare din cdile de semnalizare ale proteinelor ErbB: i) incubare de scurta durata (30 minute) si ii)
incubare de lunga durata (48 h). Deoarece toti receptorii tirozin-kinazici din familia proteinelor ErbB
activeaza calea de semnalizare a protein kinazelor activate de mitogeni (MAPK) una dintre proteinele de
interes a fost kinaza reglata de semnale extracelulare (ERK) (J.W. Park & al. [2]).
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Figura 2: Efectele EGCG asupra cdilor de semnalizare la 30 minute, in liniile celulare de carcinom epidermoid A-431 si
adenocarcinom mamar SK-BR-3. EGCG reduce fosforilarea pAkt(S473), pERK(Y204), pFAK(S910), cat si expresia factorul de
transcriere nuclear c-fos Thn mod dependent de doza in linia celulara A-431. Incubarea liniei celulare SK-BR-3 Tn prezenta EGCG
pentru 30 minute nu a modificat semnificativ statusul fosforilarii proteinelor pAkt(S473), pERK(Y204), pFAK(S910) si nici nu a
indus modificari asupra factorului de transcriere c-fos. Ambele linii celulare au fost pre-tratate cu diverse concentratii de EGCG
pentru 30 minute Tn mediu fara ser, dupa starvarea celulelor in timpul noptii.

Un alt punct nodal al cailor de semnalizare intracelulara a proteinelor ErbB este protein-kinaza B (PKB) sau
proteina Akt. Aceasta este o protein kinazd ce actioneazd asupra situsurilor serind/treonind si este
implicata Tn reglarea a diferite functii celulare, respectiv: apoptoza, supravietuire sau proliferare; de
asemenea este activata in tumorigeneza (Y. Gao & al. [48]).

De interes este si 0 alta proteina: kinaza de adeziune focala (FAK) aflata la intersectia cailor de semnalizare
dintre proteinele ErbB si receptorii pentru matrixul extracelular, integrinele. Activarea ErbB2 induce
fosforilarea FAK in tumorigeneza. In celulele normale FAK este implicatd in supravietuire, metabolism si
crestere celulara, deletia genei pentru FAK fiind letala (L. Pentassuglia & al. [49]). Totodata a fost investigat
efectul EGCG asupra factorului de transcriere nuclear c-fos. Familia factorului de transcriere Fos include
mai multi membri, care impreund cu membrii familiei Jun formeaza grupul de proteine AP-1 (proteine
activatoare-1) implicate in tumorigeneza. AP-1 poate regla gene ce sunt implicate in: proliferare,
metastazare, apoptoza, angiogeneza, diferentiere (K. Milde-Langosch [50]). Incubarea de scurta durata a
liniei celulare de carcinom epidermoid A-431 cu 100 si 200 uM EGCG a determinat inhibarea partiala a
fosforilarii proteinelor intracelulare pAkt(S473), pERK(Y204), pFAK(S910), cat si a expresiei factorului de
transcriere nuclear c-fos (Figura 2). Reducerea fosforilarii la nivelul proteinelor intracelulare a fost
observatd ca fiind dependentd de doza administrati. in mod diferit, la nivelul liniei de adenocarcinom
mamar SK-BR-3, EGCG nu a indus reducerea fosforilarii dupa o incubare de scurta durata (Figura 2).
Mentinerea liniilor celulare A-431 si SK-BR-3 in prezenta unei concentratii mai mici de EGCG 50 uM, dar pe
o perioada mai lunga de timp, 48 h in mediu complet a condus la reducerea partiald a semnalului provenit
de la fosforilarea proteinelor intracelulare, in cazul ambelor linii investigate.

Concluzii

Rezultatele obtinute demonstreaza ca efectul galatului de epigalocatechina asupra activarii receptorilor
tirozin-kinazici din familia proteinelor ErbB2, cat si asupra fosforilarii unor proteine cheie din caile de
semnalizare ale acestora (pAkt, pERK, pFAK) depinde de tipul de linie celulara investigat, de doza
administrata, cat si de perioada in care se aplica tratamentul. Aceste observatii sustin efectul anti-
carcinogenic al polifenolilor de tip EGCG, iar terapii combinate cu anticorpi monoclonali sau alte molecule
cu actiune anti-tumorala ar putea reprezenta o viitoare posibila abordare experimentala.
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