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Motivatia proiectului

Melanomul malign este cel mai frecvent tip de cancer de piele si are cea mai mare rata de
mortalitate dintre toate cancerele dermatologice. Daca rata de supravietuire pentru 5 aniin
cazul pacientilor cu melanom localizat (fara metastaze) este de peste 90%, pe masura ce
cancerul progreseaza la melanom invaziv si formeaza metastaze, rata de supravietuire scade
drastic la 16%. Dobandirea de fenotipuri invazive si pierderea contactului cu celulele din jurin
tumora primara sunt considerate primele evenimente in ceea ce priveste progresia catre
stadiile tarzii si sunt corelate pozitiv cu capacitatea de metastazare. Prin urmare, exista o
dependenta stricta intre supravietuirea pacientilor si caracterul invaziv a melanocitelor maligne.
Astfel, poriectul de cercetare postdoctorala isi propune prevenirea sau incetinirea procesului de
invazie ca mijloc de management terapeutic a acestui tip de cancer foarte agresiv.

Obiectivele proiectului

Rezultatele preliminare ale directorului de proiect au demonstrat ca microARN-205-5p (miR-
205-5p) inhiba invazia celulelor canceroase de colon prin tintirea ZEB1 si inducerea indirecta a
expresiei E-caderinei (molecula de adeziune), atat la nivel transcriptional, cat si la nivel
translational. MicroARN-urile (miARN-urile) sunt secvente scurte de ARN, compuse din 20-22 de
nucleotide, ce nu codifica proteine, dar joaca un rol important in reglarea unui numar



semnificativ de procese celulare. MiARN-urile se leaga de ARN-ul mesager (ARNm)
complementar si inhiba traducerea acestuia in proteine functionale.

miARN-205-5p a fost de asemenea testat preliminar acestui proiect in contextul limitarii invaziei
melanomului. Specific, analiza TCGA a demonstrat ca expresia miR-205-5p este semnificativ
scazuta in probe tumorale primare de melanom (comparativ cu tesut normal), iar expresia
scade drastic in cazul probelor metastatice. Expresia ZEB1, o tinta directa a miR-205-5p, este
crescuta in probele metastatice comparativ cu cele primare, iar CDH1 (E-cadherina), o tinta
directa a ZEB1 si principala proteind implicata in procesul de invazie, este opus exprimata .
Pentru a testa efectele terapeutice ale miR-205-5p in melanomul malign, am tratat doua linii
celulare de melanom cu miR-205-5p mimic (rol terapeutic) si inhibitor miR-205-5p (rol opus).
Analiza RT-gPCR dupa tratament arata ca nivelul miR-205-5p a crescut in ambele linii celulare
comparativ cu celulele control martor. Capacitatea miR-205-5p mimic de a incetini migrarea si
invazia celulelor a fost demonstrata prin teste functionale de tip scratch assay si transwell.
Astfel, datele preliminare arata ca miR-205-5p detine un rol functional in celulele de melanom
malign, in special in cele mai agresive, rol corelat cu inhibarea procesului de migrare, invazie
si metastaza.

Prezentul proiect are ca si obiective principale analiza detaliata la nivel transcriptomic si la
nivel proteomic a efectelor tratamentului cu miR-205-5p in vederea identificarii profilului
molecular asociat cu suprimarea metastatica si principalelor gene/proteine implicate in acest
proces. Mai mult, se urmareste de asemenea identificarea unui model de cultura in vitro a
celulelor de melanom care sa poata mima cat mai eficient conditiile intalnite in organismul
uman.

Rezumatul rezultatelor proiectului

Expresia miARN-205 scade semnificativ in probele de tesut metastatic provenit de la pacienti
diagnosticati cu melanom malign comparativ cu probele de tesut primar de la apcienti cu
aceeasi malignitate. Acesta analiza demonstreaza implicarea profunda a mi-ARN-205 in
procesul de metastazare si diseminare sustinuta (Tabel 1).



Tabel 1. miARN cele mai supraexprimate in tesutul primar de melanom versus tesutul

metastatic

No miRNAs FC pvalue Log2FC
1 hsa-mir-205 25.54670102 5.48E-05 4.675065
2 hsa-mir-203 19.36715226 5.71E-07 4.27554
3 hsa-mir-944 9.787864991 0.000281 3.290994
4 hsa-mir-200c 7.740118373 2.27E-05 2.952356
5 hsa-mir-141 5.797831359 9.94E-06 2.535513
6 hsa-mir-200a 5.117724936 0.000248 2.355503
7 hsa-mir-429 3.278166402 3.39E-05 1.712889
8 hsa-mir-224 2.808892511 7.81E-05 1.490001

Pentru o mai buna vizualizare a datelor selectate s-a ales ilustrarea cu volcano plot ce curinde
valorile logaritmate de FC (log2) si pvalue (log10) (Figura 1). Acesta permite identificarea vizuala
rapida a miARN cu modificari mari ale FC, care sunt, de asemenea, semnificative statistic.
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Figura 1. Volcano plot expresie miARN in melanomul malign - linia rosie reprezintda FC>2, linia
albastra reprezinta FC < -2, iar linia verde reprezinta pval < 0.01

n vederea analizei profilul molecular al celulelor de melanom malign ca réspuns la terapia cu
miR-205 celulele de melanom au fost transfectate cu mir-205-5p mimic, iar eficienta
transfectiei a fost validata prin RT-PCR (Figura 2).
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Figura 2. Expresia miR-205-5p in celulele de melanom malign tratate cu agent de transfectie
(Control), agent de transfectie si secventd scramble (SC) si agent de transfectie si secventd miR-
205-5p mimic (miR-205 mimic)

Celulele au fost tratate cu agent de transfectie (Control), agent de transfectie si secventa
scramble (SC) si agent de transfectie si secventa miR-205-5p mimic (miR-205 mimic). Dupa cum
se poate observa in Figura 2, nivelul miR-205 espre scazut in cazul liniilor control si scramble si
creste de pana la 6000X FC in cazul liniilor tratate cu secventa mimic.

Mai departe, linia celulara SK-MEL-28 a fost analizata pentru profilul proteic complet. Probele
analizate au constat din pelet celular obtinut din linia de melanom SK-MEL-28 tratata in
prealabil cu SCRM si Mimic (tabel 1); Au fost incluse 3 replicate biologice si 2 replicate tehnice.

Numar total peptide identificate: 20863 ce corespund la un numar de 1822 proteine. Dintre
acestea au fost eliminate proteinele fals identificate (153) (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama Venn a distributiei proteinelor per grup. Legenda: SC — SKMEL
control; SM — SKMEL Mimic; SS -SKMEL Scramble

Analiza amanuntita a modificarilor la nivelul intregului proteom demonstreaza implicarea
profunda a mir-205-5p intr-o serie heterogena de procese celulare prin modificarea a sute de
proteine ca tinta directa sau indirecta. Prezentul studiu sublinieaza importanta miR-205-5p in
procesul de metastazare, fiind ilustrate ca top cai de semnalizare modificate — Apical
junction (conform MSigDB Hallmark 2020, analiza realizata in functie de clasificarea ordonata
data de valoarea p), SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane Homo

sapiens (conform Reactome 2016) si Anchoring fibril formation (conform Reactome 2016)
(Figura 4).

Reactome 2016
(sorted by p-value ranking)

MSigDB Hallmark 2020

Androgen Response
DNA Repair
UV Response Up

apiens R-H5A-3000157
TNF-alpha Signaling via NF-kB

tion Homo sapiens R-HSA-1474244
Oxidative Phospharylation
isease Homo sapiens R-HSA-5663205
G2-M Checkpoint -

Estrogen Response Late

Figura 4. Caile de semnalizare identificate ca fiind implicate in melanomul malign in urma
transfectiei cu miR-205-5p mimic pe baza analizei proteomului modificat (proteine semnificativ

diferite intre grupurile SKMEL Scramble si SKMEL Mimic)



Impactul rezultatelor obtinute

Prezentul proiect propune o abordare noua in managementul melanomului malign ce nu se
concentreaza pe inducerea mortii celulare, ci mai degraba pe oprirea procesului de metastazare
si prelungirea perioadei de supravietuire. In cazul melanomului malign, unul din cele mai
agresive cancere in ceea ce priveste evolutia metastatica, aceasta abordare ar putea prezenta
reale beneficii pentru pacienti prin cresterea timpului de supravietuire, dar si a eficientei
terapiilor curente prin abordari terapeutice combinate (miR-205-5p si terapii curente
aprobate).

Cel mai semnificativ rezultat este reprezentat de profilul proteic complet ca urmare a terapiei
de inlocuire cu miR-205-5p Th melanomul malign. Din cunostintele noastre, acesta este prima
prezentare a intregului proteom tinta a mir-205-5p ce descrie in detaliu lista de proteine
implicate in modularea procesului de metastazare prin intermediul acestui microARN, dar si in
alte procese precum raspunsul inflamator, repararea ADN si semnalizarea TNF-alpha.



