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Context

Sindromul Von Hippel-Lindau (VHL) este o boald oncologica rara cu o incidenta de 1:36,000,
care se caracterizeaza prin dezvoltarea a diferite tipuri de tumori: hemangioblastoame la nivelul
sistemului  nervos central (SNC) si retinei, carcinomului renal, feocromocitoamelor,
chistadenoamelor pancreatice seroase, si tumorilor sacului endolimfatic. Aceste tumori nu
exprimad proteina VHL (pVHL). pVHL determina aparitia proteinei numita factor indus de
hipoxie (HIF) pentru degradare la nivelul proteazomului; Tn absenta VHL, HIF se translocheaza
n nucleu spre a activa exprimarea genelor sale tinta. Abordarea tumorilor derivate din VHL cu
medicamente care prezinta efecte secundare reduse este urgenta pentru a se evita repetarea
operatiilor chirurgicale la nivelul SNC. Articole recente au aratat ca propranololul, un beta-
blocant folosit in tratamentul hipertensiunii si al altor boli cardiace si neurologice, este cea mai
buna optiune Tn cazul hemangiomului infantil (IH). Propranololul ar putea fi un tratament
eficient in controlul dezvoltarii hemangioblastomului Tn sindromul VHL date fiind efectele sale
antiangiogenice demonstrate in IH si impactul ipotetic asupra nivelurilor de HIF.
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Metode

Linia de celule HeLa 9X (HRE) a elementului de raspuns la hipoxie si celulele derivate din
hemangioblastomul primar au fost supuse tratamentului cu propranolol si au fost evaluate
viabilitatea celulelor si apoptoza. Exprimarea HIF1-a si Hif-2a dupa tratamentul cu propranolol
a fost analizata prin reactia western blot (imunoblotting). Reactia cantitativa PCR a fost efectuata
spre a se studia exprimarea mRNA a genelor tinta HIF. Factorul de crestere al endoteliului
vascular (VEGF) a fost masurat in lichidele supernatante din culturi prin imunodozare
(immunoassay).

Rezultate

Propranololul a incetinit transcrierea dependenti de HIF la celulele HeLa 9XHRE. Tn conditii
hipoxice, propranololul a redus exprimarea genelor tinta HIF la nivelul celulelor din
hemangioblastoame, a caror inmultire s-a oprit, acestea murind dupa un tratament pe termen
lung. Aceste rezultate sugereaza ca tratamentul cu propranolol a promovat exprimarea redusa a
proteinei HIF si reducerea corespunzatoare a genelor tinta HIF, si a inhibat proliferarea celulelor
n paralel cu inducerea mortii celulelor prin apoptoza.

Concluzii

Rezultatele noastre sugereaza ca propranololul ar putea reduce cresterea tumorilor dependente de
HIF si deci ar putea fi un tratament promitator Tn intarzierea operatiilor chirurgicale la pacientii
cu modificari ale VHL.
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Context

Sindromul VVon Hippel-Lindau (VHL) este un tip rar de facomatoza cu o incidenta de 1 la 36,000
de persoane din populatie generala [1, 2]. Manifestarile clinice includ tumori multiple benigne si
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maligne care apar de-a lungul intregii durate de viata a pacientului. Cele mai frecvente tumori
sunt hemangioblastoamele (HB) sistemului nervos central (CNS) si carcinomul de retina si cel
renal (carcinomul celulelor renale) [3-6]. Tn plus boala este asociatd cu feocromocitoamele,
chistadenoamele seroase pancreatice, tumorile sacului endolimfatic si chistadenoamele papilare.

Sindromul VHL este o entitate mostenita, cu transmitere dominanta autosomala. Pacientii sunt
heterozigoti pentru mutatiile VHL, o gena supresoare a tumorilor localizata pe bratul scurt al
cromozomului 3 (3p25—p26). Tumorile se dezvolta la pacientii care au o copie mutata a VHL la
nastere prin pierderea alelei salbatice (pierderea caracterului heterozigot) [7]. Astfel, tumorile
acestor pacienti fie nu exprima proteina VHL (pVHL) sau forma mutata nu este functionala.
pVHL se leaga de si ubiquitineaza HIF-1a si HIF-2a spre a le tinti la nivelul proteazomului in
vederea degradarii. Ca urmare, in absenta pVHL functionale, HIF se acumuleaza in interiorul
citoplasmei si se translocheaza in nucleu spre a declansa programul de hipoxie prin tintirea
genelor de raspuns la hipoxie [8]. HIF-1a si HIF-2a sunt implicate in proliferarea celulelor, in
angiogeneza, degradarea matricei extracelulare, tonusul vascular si eritropoieza, printre alte
procese. Toate genele tinta HIF sunt in mod normal reduse la tacere in normoxie. pVHL nu poate
lega HIF in conditii hipoxice, deoarece prolil-hidroxilazele nu pot hidroxila reziduurile HIF
specifice prolinei. Tn aceste circumstante, HIF se acumuleaza si se translocheaza in nucleu. Ca
urmare, celulele tumorale in VHL au un program HIF constitutiv activ prin absenta pVHL
functionale.

Pana in prezent, optiunile terapeutice pentru pacientii suferinzi de VHL sunt cele chirurgicale
[9, 10]. Terapia sistemica folosita in cazul cancerelor metastazate a dat rezultate limitate Tn cazul
tumorilor VHL pancreatice si renale, iar tumorile SNC nu reactioneaza deloc. Ca urmare, lipsa
terapiilor pentru boala difuza sau recurenta inseamna ca exista o cerere urgenta de medicamente
efective cu efecte secundare reduse pentru pacientii VHL, in special acelea care opresc
dezvoltarea tumorilor si ulterior intarzie tratamentul chirurgical. Unele studii anterioare au aratat
ca propranololul, un beta-blocant folosit in tratamentul aritmiei, hipertensiunii arteriale,
migrenelor si al altor boli cardiace si neurologice, este si cea mai buna optiune de tratament
pentru hemangioamele infantile (IH) [11-15]. IH sunt cele mai frecvente tumori vasculare
benigne la nou-nascuti. Tn ultimii cativa ani, propranololul a devenit tratamentul preferat pentru
IH in locul chirurgiei, existand o lunga lista de publicatii care 7i sustin succesele. Legat de acest
lucru, grupul nostru a demonstrat ca celulele endoteliale tratate cu propranolol au prezentat o
exprimare scazutd a proteinelor pro-angiogenice endoglina si ALK1, care sunt tintele HIF-1a
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[16]. Desi mecanismul precis de actiune al propranololului nu este clar, prin blocarea receptorilor
beta-adrenergici, propranololul duce la vasoconstrictie (reducerea fluxului sanguin), inducerea
apoptozei, si inhibarea genelor tinta HIF angiogenice cum sunt factorul de crestere al
endoteliului vascular (VEGF), factorul de crestere fibroblastic (FGF) sau metaloproteazele
(MMP).

Asadar, aceste rezultate ne determina sa luam in considerare ipoteza ca propranololul ar putea fi
un tratament eficient pentru hemangioblastoame prin inhibitia HIF Tn tumorile puternic
vascularizate in care HIF este exprimat constitutiv.

Metode

Cultura de celule

Celulele HeLa 9XHRE au fost transfectate in mod stabil cu un reporter HRE-luc purtand noua
copii Tn tandem ale elementului de raspuns la hipoxie (HRE) urmate de gena luciferazei, si au
fost cultivate Tn DMEM (Mediul Dulbecco Eagle Modificat, Gibco, Grand Island, NY, SUA)
suplimentat cu 10 % ser fetal bovin (FBS; Gibco), 2 mM L-glutamina si 100 U/ml
penicilina/streptomicina (Gibco). Pentru a induce conditii hipoxice, celulele HelLa au fost
cultivate fie cu solugie 100 uM de desferioxamina (DFO) (hipoxia chimica) fie incubate intr-o
camera hipoxica (Billups-Rothemberg, Inc, Del Mar, CA) in 1 % oxigen, 5 % CO2 si 94 % No,
timp de 24 h.

Culturile primare de hemangioblastom SNC au fost obtinute conform protocolului nou precedent
conceput de Serrano-Heras si colaboratorii stiintifici de la Spitalul Universitar General din
Albacete, Spania (Manuscrisul este in pregitire). Intre martie 2013 si martie 2014 o serie de
esantioane clinice de la 4 pacienti (3 barbati si 1 femeie, cu media de varsta intre 31.5+15.6 ani ,
si intervalul: 13-45), diagnosticati cu sindromul VVon Hippel-Lindau, a fost prelevata de la sectia
de neurochirurgie de la Spitalul Universitar “Fundatia Jiménez Diaz”, Spania. Tn prealabil au fost
obtinute formulare de consimtaminte informate de la toti pacientii. Toate procedurile au fost
aprobate in prealabil de Comisia de Etica conform directivelor general acceptate privitoare la
esantioanele prelevate de la om. Tesuturile proaspete colectate din excesul de hemangioblastom
rezecat au fost introduse in eprubete sterilizate care contineau solutie salina echilibratd Earle
(Earle’s Balanced Salt Solution, (EBSS, Gibco)) rece de la gheata. Esantioanele de tumori au
fost spilate de mai multe ori cu PBS, si tiiate in bucati de 1 mm?. Bucitile de tesuturi au fost
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transferate cu pense sterile in vase de cultura curate (Sarstedt, Germania) si supuse unei digestii
enzimatice cu o cantitate egala de colagenaza | si dispaza Il cu o concentratie finala de 1 mg/m
EBSS, timp de 45 min la 37 °C. Dupa aceasta, bucatile au fost complet dezagregate prin picurare
delicata cu pipeta si digerate timp de 15 min cu tripsina la 37 °C. Apoi esantioane triturate au
fost centrifugate, peletele celulare au fost suspendate Th mediu de crestere (RPMI 1640 (Gibco)
ameliorat cu 20 % ser fetal bovin, 1 % Pen/Strep si 4 mM glutamina), si incubate la 37 °C.
Mediul a fost inlocuit la fiecare 72 h pana ce culturile au devenit aderente.

In continuare a fost efectuati o citometrie de flux pentru caracterizarea celulelor. Analiza a aratat
ca culturile erau compuse din celule stromale (30-50 % celule CD99 +), celule endoteliale (15—
25 % celule CD34+), si pericite (3040 % celule NG2+). Experimentele au fost efectuate pe
toate tipurile de celule care formau hemangioblastomul. Un total de patru hemangioblastoame de
la pacienti diferiti au fost testate Tn cultura, cu urmatoarea localizare: HB2, bulbul rahidian; HB3,
lobul temporal; HB7, maduva spinarii; HB11, lobul temporal.

RT-PCR in timp real

ARN total celular a fost extras din celulele de hemangioblastom folosind un kit Nucleo Spin
RNA (Macherey-Nagel, Diren, Germany). Un microgram de ARN total a fost transcris invers
intr-un volum final de 20 ul cu kitul First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim,
Germania) folosind stimulare aleatorie. A fost folosit sistemul SYBR Green PCR (BioRad,
Hercules, CA, SUA) pentru a se efectua PCR in timp real cu un sistem iQ5. Secventele
oligonucleotidelor folosite au corespuns cu genele ftinta HIF-loo si -20, dupa cum
urmeaza: VEGF Tnainte: 5’-ATCTGAGCAGGGCGACAGC-3’ si inapoi 5’-
ACTCCCTGTGGTGCAGTCA-3’; EPO inainte 5’>-TGTTTTCGCACCTACCATCA-3’ si inapoi
5’-AAGTCACAGCTTGCCACCT-3’; si SOX2inainte 5’-GGGGGAATGGACCTTGTATAG-
3’ si Tnapoi 5’-CGCTCCACCAACTAAGAACG-3’. Pentru controlul intern, nivelurile de
MRNA de 185 au fost masurate folosind wurmatoarele stimulari: Tnainte 5°-
CTCAACACGGGAAACCTCAC-3* si  1inapoi 5’-CGCTCCACCAACTAAGAACG-3’.
Ampliconii au fost detectati folosind un sistem iQ5 (BioRad). Esantioanele au fost folosite in
triplicat si experimentul a fost repetat de doua ori.

Analiza Western Blot

Celulele au fost lizate pe gheatd timp de 30 min in tampon TNE (Tris 50 mM NaCl 150 mM-
EDTA 1 mM 0.5% Triton X100) suplimentat cu inhibitori de proteaza (Complete Roche



Diagnostics) si lactacystin ca inhibitor specific de proteazom pentru a conserva HIF. Lizatul a
fost centrifugat la 14.000 x g timp de 5 min. Cantitati similare de proteine din alicotele de lizat
celular purificat au fost fierte in tampon SDS esantion si analizate cu 10 % SDS-PAGE 1in
conditii de nereducere. Proteinele din geluri au fost electro-transferate in membranele de
nitroceluloza urmate de imunodetectia cu anti-HIF1a (BD, Bedford, MA, SUA), anti-HIF-2a
(NOVUS, Oxon, UK) si anti-y-tubulina (Sigma, St.Louis, MO, SUA) anticorpii in dilutia
recomandata de producator. Anticorpii secundari au fost conjugati de peroxidaza de hrean de la
Dako (Glostrup, Danemarca). Membranele au fost dezvoltate prin chemoluminescenta
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, Rockford, IL, SUA).

Testul luminescent al viabilitatii celulare

Viabilitatea celulelor de hemangioblastom si HeLa 9X HRE a fost masurata cu un test CellTiter-
Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega, Madison, WI, SUA). Aceasta este o metoda
omogena de a determina numarul de celule viabile din cultura pe baza cuantificarii ATP prezent,
care semnalizeaza prezenta celulelor active metabolic. Un total de 10.000 celule au fost plasate
pe placi cu 96 de godeuri si cultivate timp de 24 h si 48 h cu propranolol (50 uM si 100 uM) in
100 pl de mediu. Dupa tratament, placile au fost echilibrate la temperatura camerei timp de
30 min inainte de adaugarea a 100 ul de reactiv Cell Titer-Glo (tampon Lysis, Ultra-Glo
Recombinant Luciferase, Luciferine si Mg?"). Liza celulelor a fost indusi de un agitator orbital
timp de 2 min, si apoi placile au fost incubate la temperatura camerei timp de 10 min spre a se
stabiliza semnalul luminescent. Luminescenta a fost masuratd folosind un sistem Glomax
Multidetection (Promega).

Testul Activarii Caspazei

Testul Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega) este un test luminescent care masoara
activitatea caspazei 3 si caspazei 7 folosind un substrat luminogen de caspaza 3/7
care contine secventa de tetrapeptide DEVD intr-un reactiv optimizat pentru
activitatea caspazei, a luciferazei si liza celulara. Luminiscenta este proportionala cu
nivelul prezent de activitate a caspazei. Un total de 10.000 celule de hemangioblastom
au fost plantate pe placi cu 96 de godeuri si cultivate timp de 24 h si 48 h cu
propranolol (50 uM si 100 uM) in 100 pl de mediu. Dupa tratament, placile au fost
echilibrate la temperatura camerei timp de 30 min Tnainte de a adauga 100 ul de
reactiv Caspase Glo 3/7 Reagent (tampon de liza, luciferaza recombinata Ultra-Glo
Recombinant Luciferase, amino-luciferina DEVD si Mg#). Liza celulara a fost indusa



prin agitare timp de 30s (300 rpm), si apoi placile au fost incubate la temperatura
camerei timp de 2 h. Luminescenta a fost masurata folosind un sistem Glomax
Multidetection System (Promega).

Determinarea VEGF n plasma

Un kit Quantikine Human VEGF ELISA de la R&D Systems (Abingdon, Marea
Britanie) a fost folosit pentru a determina cantitativ concentratia de VEGF-A umana
in supernatanti de celule de cultura de hemangioblastom tratate cu propranolol in
diferite doze.

Statistica

Datele reprezinta media + SD. Diferentele valorilor medii au fost analizate folosind testul t al lui
Student. Valorile P de <0.05 au fost considerate a fi statistic semnificative; valorile statistic
semnificative sunt marcate cu asteriscuri (*P <0.05; **P <0.01; ***P <(.005).

Rezultate

Propranololul reduce transcrierea functie de HIF la celulele 9XHRE HelLa

Celulele HelLa transfectate stabil cu reporterul HRE-luc au fost folosite spre a masura
transcrierea dependenta de HIF (Fig. 1a). Activarea hipoxiei a fost masurata cantitativ printr-un
test de luminometrie in conditii hipoxice. Cand celulele HelLa au fost supuse hipoxiei chimice
(100 uM DFO), a fost detectata o crestere marcata a unitatilor de luciferaza, fata de conditiile
normoxice, de pana la 3,5 ori. Totusi, tratamentul celulelor in conditii hipoxice cu 50 si 100 uM
propranolol a contracarat stimularea hipoxica a celulelor HeLa 9XHRE, asa cum se vede din
descresterea activitatii luciferazei (Fig. 1b). Rezultatele au fost statistic semnificative in toate
cazurile, cu exceptia acelora obtinute in conditii de normoxie si tratament cu 50 uM propranolol
(P <0.005). Cultura de celule Tn camera hipoxica (1% O) cu sau fara propranolol a prezentat in
esenta aceleasi rezultate ca si la DFO (datele nu sunt prezentate).
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Fig. 1
Propranololul reduce transcrierea dependenta de HIF la celulele HeLa.

a Structura schematica a reporterului 9XHRE-luc.

b Transcrierea dependenta de HIF in linia de celule a reporterului HeLa. Testele cu luciferaza au
fost executate pe celule HelLa transfectate stabil pe HRE-luc in conditii hipoxice si tratament cu
propranolol. Propranololul (50-100 uM) a impiedicat stimularea hipoxica a celulelor Hela, asa
cum se vede prin descresterea activitatii luciferazei, prin inhibarea activarii elementelor hipoxice
(HRE) de catre HIF. ***P <0.005

Propranolol reduce exprimarea genelor tinta HIF la celulele de
hemangioblastom

Apoi am explorat efectele tratamentului cu propranolol fata de celulele hemangioblastomului
fata de tintele HIF. Astfel, exprimarea genelor reglate din punct de vedere al transcrierii de catre
HIF-1a, cum sunt VEGF si EPO (eritropoietina), si HIF-2a, cum este SOX2 (HMG BOX legata
de SRY) a fost studiata de RT-PCR cantitativa. Dupa cum se arata in Fig. 2a, nivelurile de
transcriere ale tuturor acestor gene au fost semnificativ reduse cu 40-60 % dintr-o doza de
50 uM. Nivelurile de EPO si SOX2 au fost reduse intr-un mod dependent de doza; la 100 uM
propranolol, nivelul diferitelor mRNA a fost de 40% fata de martori. Aceste rezultate au fost
observate pe toate cele patru esantioane de hemangioblastom. Rezultatele sunt in concordanta cu
un nivel mai redus de transcriere a genelor tinta HIF. Remarcabil, VEGF si EPO sunt tinte HIF-
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lo. implicate Tn angiogeneza si alimentarea cu oxigen a celulelor, iar SOX2 este o tintd de
transcriere a HIF-2a si este o0 tintd a caracterului de susa implicata in natura nediferentiata a
componentei mezenchimale, predominanta in hemangioblastoame [17-19].
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Fig. 2
Propranolol reduce expresia genelor HIF in celulele de hemangioblastom.

a Nivelurile de transcriere ale genelor tinta HIF, VEGF, EPO si SOX2, au fost comparate cu
martorul endogen al ARN 18S ribozomic RNA. Tratamentul cu propranolol a dus la reducerea
dependentd de dozd a exprimdrii MRNA ca o consecintd a exprimarii reduse a tintelor HIF.
Diferentele au fost statistic semnificative conform testului t al lui Student. *P <0.05; **P <0.01;
***P <().005.

b Nivelurile solubile ale VEGF au fost masurate prin testul ELISA Tn supernatantii culturilor de
hemangioblastom tratate cu propranolol. Nivelurile solubile ale VEGF au fost reduse in celulele
tratate cu propranolol comparativ cu cele netratate

VEGF, una dintre principalele tinte ale HIF-1a, si un puternic mediator atat al angiogenezei cat si
a vasculogenezei, a fost masurat de asemenea in supernatantii a doua esantioane de
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hemangioblastom diferite cultivate cu si fara propranolol. Asa cum se observa in Fig. 2b,
nivelele de VEGF au fost reduse de tratamentul cu propranolol 50 uM, in conformitate cu
rezultatele mMRNA (Fig. 2a).

Propranolol afecteaza viabilitatea celulelor tumorale si induce moartea
celulelor prin apoptoza

Albifiana et al. (2012) au raportat ca propranololul induce apoptoza si reduce viabilitatea
celulelor endoteliale si EOMA umane (celule endoteliale de hemangioendoteliom murin)
[16, 20]. Viabilitatea celulelor HeLa dupa tratamentul cu DFO (hipoxie chimica), cu si fara
propranolol, a fost cantitativ masurata folosind testul de viabilitate a celulelor luminiscente
CellTiter-Glo. Asa cum se arata in Fig. 3a, tratamentul cu propranolol a afectat viabilitatea
celulelor HeLa. Pe de alta parte, cand apoptoza a fost masurata cantitativ cu testul luminiscent
Caspase-Glo 3/7, s-a constatat ca propranololul reduce viabilitatea celulelor HelLa printr-o
crestere a apoptozei provocata de activarea caspazei 3/7. Dupa 48 h de tratament cu propranolol,
celulele au incetat s se mai inmulteasca, si cresterea activitatii caspazei a favorizat moartea

celulelor (Fig. 3b).
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Fig. 3

Propranololul afecteaza viabilitatea si activarea caspazei in celulele HelLa. Celulele HelLa
9XHRE au fost cultivate in absenta sau prezenta propranololului (50 uM sau 100 puM).
Viabilitatea a fost masurata folosind un tester CellTiter-Glo (a), si apoptoza a fost masurata
folosind un tester Caspase-Glo 3/7 (b). Histogramele arata o crestere a activarii caspazei 3/7 si 0

reducere a viabilitatii celulelor.

Apoi am folosit aceleasi testere spre a verifica SUpravietuirea si apoptoza celulelor de
hemangioblastom dupa tratamentul cu propranolol timp de 24 si 48 h. Figura 4 arata viabilitatea,
activarea caspazei 3/7, si raportul de activare/viabilitate al caspazei in cele patru culturi de
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hemangioblastom de la patru pacienti diferiti suferinzi de VHL; viabilitatea a scazut cu
propranolol intr-un mod dependent de concentratie si timp in aproape toate cazurile. Aici, fiecare
hemangioblastom reprezinta o cultura diferita de la un pacient diferit si o tumora diferita, asadar
existd o ampla variabilitate, dar aratam in toate cazurile ca reactia este similara calitativ. Cele
mai reduse viabilitati au fost descoperite dupa tratamentul cu 100 uM propranolol timp de 48 h.
Aceasta scadere a viabilitatii poate fi explicata printr-0 crestere a apoptozei datoratd activarii
caspazei 3/7, in special la 100 uM si dupa 48 h de tratament.
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Propranololul afecteaza viabilitatea si activarea caspazei la celulele hemangioblastomului.
Diferite linii de celule de hemangioblastom au fost cultivate Tn absenta sau prezenta
propranololului (50 uM sau 100 uM) spre a se masura viabilitatea si apoptoza. Histogramele
aratd o reducere a viabilitatii (a), cu o crestere in paralel a activarii caspazei 3/7 (b). n final,
legat de viabilitatea redusa a celulelor, este prezentat raportul apoptozei vs. viabilitate (c).
Propranololul a promovat o reducere a viabilitatii prin cresterea apoptozei la aceste celule
tumorale.

Date fiind rezultatele reducerii viabilitatii si inducerii apoptozei dupa tratamentul cu propranolol,
am decis sa supunem celulele de hemangioblastom unui tratament cu propranolol de lunga
durata, incepand cu 50.000 celule per godeu, Tnregistrand imagini printr-o monitorizare in timp.
Dupa cum se arata in Fig. 5, celulele hemangioblastomului au parut sa se opreasca din
proliferare, si apoi a fost detectatd o crestere a mortii celulelor deoarece apareau locuri goale pe
placi. Asa cum am explicat prin rezultatele precedente (Fig.4), moartea trebuie atribuita
apoptozei. Dupa 5 zile (96 h) de tratament continuu cu propranolol, au mai ramas putine celule in
culturile tratate cu 100 uM propranolol, mai putin de 5.000 celule cu morfologie firava,
comparativ cu 300.000 celulele sanatoase din culturile netratate. Celelalte celule tratate cu
propranolol, pe de alta parte, prezentau un aspect atipic si apoptotic.
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Tratamentul cu propranolol pe termen lung inhiba proliferarea si promoveaza moartea celulelor
de hemangioblastom. Derularea in timp a tratamentului cu propranolol. Celulele de
hemangioblastom au fost tratate cu diferite doze (50 uM si 100 uM) de propranolol, pe durate
variabile de timp (intre 24 h si 96 h). Au fost observate schimbari semnificative ale morfologiei
la celulele tratate la 100 uM, insa celulele tratate la 50 uM prezentau aceeasi morfologie cu
celulele martor dar cu nucleole caracteristice. Dupa 96 h de tratament cu 100 uM, majoritatea

celulelor disparusera de pe placa din cauza mortii celulelor prin apoptoza (Marire 40 X)

Per total, putem conchide ca propranololul reduce viabilitatea celulelor tumorale (celulele de
hemangioblastom derivate din HeLa si VHL) prin oprirea proliferarii si inducand moartea
celulelor prin apoptoza. Acest rezultat ar fi compatibil cu regresa observata la IH, si ar sugera ca
propranololul ar putea intarzia proliferarea hemangioblastoamelor la pacientii cu modificari ale
VHL.

Hemangioblastoamele au o compozitie celulara eterogena constand din pericite, celule stromale
si endoteliale. Propranololul afecteaza toate tipurile de celule. Ca rezultat complementar,
Fig. 6 sustine si pierderea activitatii migratorii si angiogenice a celulelor de hemangioblastom
dupa tratamentul cu propranolol. De fapt, tratamentul cu propranolol impiedica tubulogeneza
prezentata de celulele de hemangioblastom Tn Matrigel. Celulele endoteliale/pericite de la nivelul
hemangioblastomului prezinta un aranjament de retea tipic in conditii de culturad speciala cum ar
Matrigel. Asadar, celulele de hemangioblastom fara tratament cu propranolol tind sia formeze
“structuri celulare tubulare”, Tn timp ce propranololul blocheazd aceasta manifestare a
angiogenezei in vitro.

o puMm 50 uM 100 pM

5h

Fig. 6
Propranololul inhiba angiogeneza. Tratamentul cu propranolol inhiba tubulogeneza celulelor de
hemangioblastom partial (50 uM) sau complet (100 uM). (Marire, 40X)
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Discutie

Sindromul Von Hippel-Lindau (VHL) este o boala autosomala dominanta care genereaza multe
tumori puternic vascularizate in diferite zone ale corpului. VHL este o boala dependenta de
varsta si foarte penetranta, si manifestarile cele mai frecvente includ hemangioblastoamele
retinei si ale SNC, carcinoame renale cu celule clare, feocromocitoame si tumorile sacului
endolimfatic ale urechii mijlocii [21, 22]. Mecanismul pentru patogeneza sindromului VHL este
explicat de “ipoteza celor doua lovituri” [23]. O alela a VHL este de obicei o copie mutanta
mostenitd insd a doua loviturd este dobanditd prin mutatie somatica sau hipermetilare.
Microdisectia tesuturilor a aratat ca stergerea genei VHL la celulele stromale ale
hemangioblastoamelor [24], indica faptul ca celulele stromale sunt adevaratele celule tumorale
derivate din hemangioblastele oprite embriologic care se pot dezvolta in progenituri
hematopoietice si endoteliale in conditii adecvate [2]. VHL este o boala sistemica complexa cu
implicatii serioase in intregul organism. Actualmente nu exista nici o metoda de vindecare, nici
optiuni terapeutice de succes, cu exceptia chirurgiei prin care se indeparteaza tumorile VHL.
Asadar este nevoie de medicamente care sa tinteasca dezvoltarea tumorii spre a intarzia sau
elimina nevoia de operatie chirurgicala. Tumorile VHL exprima HIFla si HIF2o Tn mod
constitutiv [17, 18] deoarece sunt lipsite de pVHL functionala. HIF este un factor de transcriere
care poate activa sute de gene tintd implicate Tn angiogeneza, formarea, supravietuirea, invazia si
metabolismul tumorilor [25-27]. Dat fiind ca tumorile pacientilor suferind de VHL sunt lipsite
de pVHL functional, HIF este exprimat constitutiv in conditii normoxice, asa cum se
coroboreaza prin nivelurile ridicate de HIF detectate in aceste tumori prin Western blotting
(Fig. 7). Acest lucru se afla in contrast cu celulele HeLa in conditii normoxice acolo unde nu
existd proteina HIF, dacad nu sunt supuse conditiilor hipoxice, asa cum am raportat mai sus [28].
Asadar, un medicament care ar tinti HIF, si deci genele pe care le regleaza acesta, ar fi strategia
ideala de a intarzia Tnaintarea tumorii VHL.
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Fig. 7

Exprimarea proteinelor HIF-1a si HIF-2a este redusa ca urmare a tratamentului cu
propranolol. a Testele Western Blot au fost efectuate pe lizatul celulelor 9XHRE HelLa. Ca si la
testele cu luciferaza, nu au existat diferente ale nivelelor de proteina HIF-1a si HIF-2a ntre
diferitele tratamente cu propranolol in conditii de normoxie. Dupa tratamentul DFO (simularea
hipoxiei), au crescut nivelurile ambelor proteine. Cand s-a adaugat propranolol la celule,
nivelurile de HIF-1a si HIF-2a au scazut. b Analiza Western blot a fost efectuata pe lizatul
celulelor de hemangioblastom tratate cu 50 si 100 uM propranolol timp de 24 h; nivelele de HIF-
la si HIF-2a s-au redus. y-Tubulina a fost folosita ca martor de incarcare.

S-a sugerat ca propranololul poate actiona pe diferite cai, inclusiv vasoconstrictia, ca anti-
angiogenic inhiband productia de VEGF, si ca medicament pro-apoptotic ducand la apoptoza



celulelor [11, 20, 29, 30]. Totusi, beneficiile sale terapeutice potentiale in diferitele anomalii

vasculare incd nu au fost explorate.

In baza rezultatelor precedente ale eficientei propranololului in tratamentul IH [12-15], si a
propriilor noastre rezultate care arata ca propranololul actioneaza ca anti-angiogenic in celulele
endoteliale reducand nivelele de transcriere a factorilor pro-angiogenici cum sunt endoglina si
ALKZ1 [16], am emis ipoteza ca propranololul ar putea actiona reducand nivelele de HIF si ca
urmare reducand programul tinta al HIF. Ca efect colateral putativ al tratamentului cu
propranolol, recent au aparut preocupari legate de efectele propranololului asupra dezvoltarii
neurologice sau cognitive pe termen lung dupa un studiu realizat de Langley si Pope [31]. Acesti
autori sustin ca propranololul poate trece de bariera hematoencefalica si cauza tulburari de somn
si memorie, dupa cum s-a demonstrat prin functiile specifice scazute ale memoriei la adulti.
Aceasta lucrare a fost comentata de Tozzi [32] intr-o Scrisoare catre Editor, si Léauté-Labréze et
al. au raspuns [33] in aceeasi editic a jurnalului. Raspunsul se bazeaza, Tnainte de toate, pe
absenta efectelor adverse la copiii tratati cu propranolol. De fapt, rata afectarii in dezvoltarea
neurologica sau intarzierile observate la 272 copii tratati cu propranolol intre 2008 si 2013 pare
sa se situeze in intervalul observat la populatia normala. Pe de alta parte, articolul lui Langley si
Pope este mai ales teoretic si nu bazat pe dovezi, si include date din studii la scara mica realizate
pe adulti sanatosi.

E destul de interesant cd toate genele tintda ale HIF, inclusiv, printre
altele, VEGF, MMPs, EPO sau FGF, sunt absolut necesare pentru supravietuirea si progresia
tumorilor Tn general, si pentru hemangioblastoame in special. Hemangioblastoamele sunt tumori
complexe care constau din diferite tipuri de celule, principalele componente fiind celulele
stromale (celule mezenchimale nediferentiate) si endoteliale. Asa stand lucrurile, propranololul
ar putea opri cresterea dependent vasculara a hemangioblastoamelor [2, 34].

Tn prezentul studiu, am aratat ca propranololul reduce tintele HIF-1. De fapt, propranololul a
inhibat transcrierea dependenta de HIF la o linie de celule reporter 9XxHRE HelLa (Fig. 1) si la
genele tinta cruciale pentru supravietuirea hemangioblastoamelor, cum ar fi VEGF, EPO si
SOX2 (Fig. 2). EPO a fost raportata ca fiind activa la tumoretele din hemangioblastom ale
pacientilor suferind de VHL [35-37], si conform Fig. 2a exprimarea sa a fost redusa cu aproape
jumadtate in prezenta propranololului. Pe de alta parte, s-a demonstrat ca VEGF este redusa la
nivel de transcriere (Fig. 2a), dar si ca proteina secretata in supernatantii din culturi ai diferitelor
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hemangioblastoame cultivate in vitro (Fig. 2b). Mai mult, in Fig. 6 este aratata angiogeneza
afectata negativ a hemangioblastoamelor in Matrigel unde reteaua tubulara a celulelor netratate a
ramas cu celulele neinchise in fata unei doze intermediare de propranolol, si formarea sa a fost
impiedicata de doza dea mai ridicata de propranolol. Acestea sunt h concordanta cu rezultatele
obtinute de Albifiana et al. (2012) unde propranololul a impiedicat formarea tuburilor la tratarea
EOMA si a celulelor endoteliale umane cu doza maxima.

Tesutul de hemangioblastom este compus din celule stromale neoplazice si numeroase celule
vasculare reactive [19, 24, 38]. Celulele tumorale VHL deficiente au capacitate de diferentiere
hemangioblastica [39, 40]. Celulele stromale sunt celule nediferentiate de natura mezenchimala,
unde markerul de caracter de susa master SOX-2 este exprimat ca tinta a HIF-2a. Astfel, am
explorat exprimarea SOX-2 in hemangioblastom inainte si dupa tratamentul cu propranolol, si
nivelurile SOX-2 au fost si ele semnificativ reduse de propranolol (Fig. 2).

Am constatat ca propranololul a redus transcrierea dependenta de HIF in celulele 9XHRE HelLa
in conditii de hipoxie si in celulele de hemangioblastom cu exprimare constitutiva a HIF, dupa
cum se arata in Fig. 7a, cantitatile de proteind HIF1a si HIF2a Tn conditii de hipoxie n celulele
HelLa au fost reduse de tratamentul cu propranolol. Acest fapt a fost de asemenea testat la
celulele de hemangioblastom care erau functional hipoxice, asa cum se aratd in exprimarea
HIF1a si HIF2a in conditii normale de cultura. Western blotting a demonstrat ca atat HIF-1a cat
si 2a au fost reduse de tratamentul cu propranolol la nivel proteinic (Fig. B).

Ulterior am investigat daca propranololul putea interfera cu proliferarea si supravietuirea
celulelor de hemangioblastom. Deoarece HIF declangseaza programul genei hipoxiei spre a
mentine supravietuirea celulei, rezultatele precedente au sugerat ca propranololul a afectat si
viabilitatea celulelor. De fapt, Fig. 3 demonstreaza ca propranololul a redus viabilitatea celulelor
HeLa in conditii hipoxice. Cauza mortii a fost constatata a fi apoptoza, conform masuratorilor
activitatii caspazei 3/7, care la doza cea mai ridicata de propranolol crescuse de trei ori fata de
celulele netratate. Interesant este ca acest lucru este valabil si cand viabilitatea si apoptoza
celulelor de hemangioblastom de la diferitii pacienti suferinzi de VHL au fost evaluate dupa
tratamentul cu propranolol. Figura4 arata ca viabilitatea celulei de hemangioblastom poate
scadea cu pana la 50 % dupa 48 h, si ca apoptoza creste de intre 2.5- si 5 ori dupa 48 h de
tratament cu 100 uM propranolol.
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Date fiind aceste rezultate, ipoteza noastra a fost ca, daca tratamentul cu propranolol este
mentinut in timp, celulele ar disparea asa cum se arata in Fig. 5 la celulele de hemangioblastom.
Tn mod remarcabil, dupa 96 h de tratament cu 100 uM propranolol, foarte putine celule au mai
ramas atasate de godeuri, iar cele care mai erau vii aveau o forma extrem de subtire si elongata,

cu aspectul unor celule apoptotice.

Per total, rezultatele sugereaza ca mai intai propranololul reduce nivelele de HIF din celulele de
hemangioblastom, si astfel tintele HIF sunt partial reduse la tacere/micsorate numeric. Ca
urmare, in absenta factorilor esentiali pentru supravietuire, celulele tumorale inceteaza sa se mai
divida si mor prin apoptoza. In Fig. 8 este prezentati o schemi care arata mecanismul ipotetic de
actiune al propranololului investigat in prezentul studiu.
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Modelul ipotetic al mecanismului de actiune al propranololului



Concluzii

In concluzie, rezultatele noastre ne sugereaza ca propranololul reduce cresterea tumorilor
dependente de HIF, si ar putea fi un medicament promitator terapeutic in intarzierea interventiei
chirurgicale la pacientii suferind de VHL.

Note

José Maria de Campos a decedat.

Abrevieri

ALK1:

Receptor de activind cum este kinaza 1
SNC:

Sistemul Nervos Central
DFO:

Deferoxamina
DMEM:

Mediul Dulbecco Eagle modificat
EOMA:

Celule endoteliale de hemangioendoteliom de soarece
EPO:

Eritropoietina
FBS:

Ser Fetal de bovine
FGF:

factor de crestere a Fibroblastelor
HIF:

Factor Inductibil prin Hipoxie
HRE:

Element de Raspuns la Hipoxie
IH:

Hemangiom Infantil
MMP:

Metaloproteinaza Matriciala
pVHL:

Proteina VVon Hippel Lindau
RPMI:

Roswell Park Memorial Institute
RT-PCR:

Reactia de polimerizare in lant a transcriptazei inverse



SDS-PAGE:
Electroforeza in gel de poliacrilamida in prezenta dodecilsulfatului de sodiu
SOX-2 or SRY-box 2:
Regiunea determinanta a sexului de pe cromozomul X sau Y
VEGF:
Factor de Crestere Endoteliala Vasculara
VHL:
Von Hippel-Lindau
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