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INTRODUCERE 
 

 

 

Este cunoscut faptul că în sistemul nervos central metastazele sunt mult 

mai frecvente decât tumorile primare, având ca origine în majoritatea cazurilor 

cancerul pulmonar, carcinomul mamar, melanomul malign. Melanomul malign 

are cea mai mare afinitate pentru sistemul nervos central, iar în aproximativ 

70% din cazuri formează metastaze cerebrale. 

Din păcate metastazele cerebrale au un prognostic de supraviețuire 

nefavorabil și sunt foarte greu de tratat. 

Mecanismul de formare a metastazelor cerebrale parenchimale implică 

obligatoriu traversarea barierei hematoencefalice datorită faptului că sistemul 

nervos central nu are circulație limfatică și în consecință metastazele se pot 

forma doar pe cale sanguină. 

Migrarea transendotelială a celulelor poate avea loc prin două căi: calea 

paracelulară (prin joncțiunile interendoteliale) și cea transcelulară (prin celule 

endoteliale). Leucocitele sunt capabile să utilizeze ambele căi în endoteliul 

cerebral. În cazul diapedezei leucocitare au fost studiate intens mecanismele 

moleculare implicate în căile de migrare paracelulară și transcelulară. Mult mai 

puțin se cunoaște despre căile de transmigrare a celulelor tumorale, în special 

la nivelul creierului. 

Pornind de la premiza că traversarea barierei hematoencefalice de către 

celule tumorale pentru a metastaza la nivel cerebral nu este complet elucidată, 

ne propunem să investigăm migrarea transcelulară sau paracelulară a acestor 

celule prin barieră, în special prin mijloace de microscopie electronică și 

imunohistochimie. 
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STADIUL CUNOAȘTERII ÎN DOMENIU 
 

1. BARIERA HEMATOENCEFALICĂ 
 

Bariera hematoencefalică este o structură anatomică unică, localizată la 

nivel microvascular cerebral [1, 2]. Printr-o combinație unică de proteine 

transmembranare și canale de transport specifice care se găsesc doar la acest 

nivel, bariera hematoencefalică modulează distribuția la nivel cerebral a 

medicamentelor, nutrienților precum și a altor tipuri de substanțe, oferind 

astfel protecție țesutului nervos.  

 

1.1. Structura celulară a barierei hematoencefalice  

Bariera hematoencefalică este o interfață între circulația sanguină și 

sistemul nervos central ce asigură funcționarea fiziologică a acestuia și este 

formată din celule endoteliale cerebrale. Celulele endoteliale cerebrale au 

proprietăți unice, în comparație cu celulele endoteliale din alte țesuturi, ceea ce 

le permite să moduleze cu exactitate schimbul de ioni, molecule și celule între 

sânge și creier [3].  

 
Fig. 1. Schema barierei hematoencefalice în secţiune transversală, ilustrând endoteliul, 

membrana bazală, pericitele, astrocitele şi joncţiunile strânse [4]. 
 

Pe lângă celulele endoteliale cerebrale, bariera hematoencefalică are în 

componența sa membrana bazală a capilarelor, pericitele încorporate în 

membrana bazală și piciorușele astrocitelor care înconjoară capilarele (Fig.1.). 

Pericitele joacă un rol cheie în angiogeneză, integritatea structurală și 

diferențierea vaselor, precum și în formarea joncțiunilor strânse. Membrana 
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bazală este o matrice extracelulară specializată care separă celulele endoteliale 

și pericitele de spațiul extracelular înconjurător. [5, 6]. Pentru exercitarea 

tuturor funcțiilor barierei hematoencefalice toate aceste componente sunt 

esențiale. 

Proprietățile și funcțiile barierei hematoencefalice sunt determinate în 

special de complexul joncțional endotelial, format din joncțiuni stânse și 

joncțiuni aderente. Joncțiunile stânse închid spațiul interendotelial, formând 

un vas de sânge continuu, în timp ce joncțiunile aderente asigură menținerea și 

inițierea contactului dintre celulele endoteliale [7]. Joncțiunile strânse și 

joncțiunile aderente sunt formate din proteine transmembranare și 

citoplasmatice. 

 

1.2. Funcțiile barierei hematoencefalice 

Principala funcție a barierei hematoencefalice este de a asigura protecția 

sistemului nervos central și de a menține homeostazia acestuia. Pe lângă 

funcția de barieră, bariera hematoencefalică prezintă și o funcție de 

transportor, care este responsabilă pentru transportul nutrienților la creier și 

îndepărtarea metaboliților posibil toxici [8].  

Transportul prin endoteliul cerebral este strict limitat de către o linie de 

apărare cu 4 nivele [8]: 

− bariera paracelulară, formată din joncțiunile interendoteliale, 

limitează mișcarea liberă a compușilor hidrosolubili între două celule 

adiacente; 

− bariera transcelulară, are ca și substrat nivelul scăzut de endocitoză și 

transcitoză, caracteristic celulelor endoteliale cerebrale și inhibiția 

transportului substanțelor prin citoplasmă; 

− bariera enzimatică este asigurată printr-un set complet de enzime, 

dintre care fac parte acetilcolinesteraza, fosfataza alcalină, gama-

glutamil transpeptidaza, monoaminoxidaza și alte tipuri de enzime 

capabile să degradeze diferiți compuși chimici; 

− endoteliul cerebral exprimă un număr mare de transportori de eflux. 

 

1.3. Structura moleculară a barierei hematoencefalice 

Permeabilitatea paracelulară a endoteliului cerebral este modulată de 

către constituenții joncțiunilor strânse, joncțiunilor aderente și a căilor de 

semnalizare. Joncțiunea strânsă este formată din trei familii de proteine 

transmembranare integrale și anume: claudina, ocludina, molecula de adeziune 
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joncțională (JAM), precum și dintr-un număr de proteine citoplasmatice 

incluzând ZO-1, ZO-2, cingulina și altele (Fig. 2.). Proteinele citoplasmatice 

leagă proteinele transmembranare cu actina, care este proteina principală a 

citoscheletului, responsabilă pentru menținerea integrității structurale și 

funcționale a endoteliului [9]. 

 
Fig. 2. Mecanismul molecular a interacţiunii proteice asociat interacțiunii celulă-celulă 

prin joncțiuni strânse și aderente ale barierei hematoencefalice. [10]. 
 

Interacțiunea dinamică dintre joncțiunile strânse și cele aderente, 

modulate prin căile de semnalizare, reglează permeabilitatea barierei 

hematoencefalice. Moleculele implicate în semnalizarea celulară și modelarea 

permeabilității barierei hematoencefalice sunt reprezentate de către protein 

kinaze, membre ale protein kinazelor mitogen-activate, sintetaze endoteliale 

ale oxidului nitric și proteina G [11, 12]. 

Joncțiunile aderente sunt structuri care asigură legătura dintre 

componentele membranei și a citoscheletului prin regiuni de contact reduse. 

Principalul constituent al joncțiunilor aderente este reprezentat de proteinele 

din familia caderinelor, aceste proteine având rolul de a iniția contactul 

intercelular prin realizare de perechi între caderinele din celulele învecinate 

[13]. Joncțiunile aderente îndeplinesc funcții multiple, printre care inițierea și 

stabilirea adeziunii celulă-celulă, modularea citoscheletului de actină, 

semnalizarea intracelulară și reglarea procesului transcripțional [156]. 

Formarea joncțiunilor aderente este premergătoare și conduce la formarea 

joncțiunilor strânse [13].  
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2. TRANSMIGRAREA CELULELOR TUMORALE PRIN 

BARIERA HEMATOENCEFALICĂ 
 

Metastazele cerebrale sunt deosebit de agresive datorită impactului lor 

neurocognitiv și a rezistenței crescute la terapia convențională, fiind adesea un 

marker al unui proces canceros în stadiu terminal, urmat de o moarte iminentă 

[14, 15].  

 După ce celula tumorală a părăsit micromediul de origine și a ajuns în 

circulația sanguină trebuie să supraviețuiască stresului la care este supus în 

acest nou mediu. La acest stres celulele tumorale răspund prin întărirea 

citoscheletului și creșterea capacității de aderare la peretele vascular [16]. 

După aderarea la endoteliu din țesutul țintă, celulele tumorale încep să se 

comporte asemănător macrofagelor, formând pseudopode și penetrând 

joncțiunile celulare. Celulele canceroase atrag trombocite, deoarece exprimă 

proteine tisulare de suprafață, trombocitele având rol de a proteja celulele 

tumorale de acțiunea sistemului imun [17]. Odată ce aceste celule canceroase 

mobile și-au stabilit locul de elecție în țesutul organului secundar, ele încep 

colonizarea prin diapedeză extravazare și creșterea masei tumorale, 

proliferând și începând să se hipertrofieze [18].  

 

2.1. Căi de transmigrare a celulelor tumorale prin bariera 
hematoencefalică 
Studiului mecanismelor biochimice și moleculare implicate în procesul 

de transmigrare a celulelor canceroase, a fost prioritat pentru multe cercetări, 

dar rezultatele acestora nu au reușit să elucideze aceste mecanisme. S-au 

propus trei căi de migrare a celulelor canceroase la nivelul endoteliului: 

celulele canceroase pot migra prin corpul celulelor endoteliale (migrare 

transcelulară) [19], pot induce apoptoza celulelor endoteliale [19, 20] și 

celulele canceroase pot migra la nivelul joncțiunilor intercelulare endoteliale 

fără a distruge permanent stratul endotelial (migrare paracelulară) (Fig. 3.) 

[21]. 

 
Fig. 3. Posibile căi de transmigrare ale celulelor tumorale prin stratul de celule endoteliale 

cerebrală. 
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Extravazarea celulelor tumorale la nivel cerebral se face preferențial prin 

transmigrare paracelulară la nivelul joncțiunilor endoteliale. [20]. Celulele 

tumorale în timpul procesului de transmigrare trebuie sa fie capabile să 

penetreze bariera endotelială prin producerea unor schimbări în celulele 

endoteliale, care includ creșterea expresiei receptorilor pentru moleculele de 

adeziune, reorganizarea citoscheletului, perturbarea adeziunii celulă-celulă 

stabilită între VE-caderină și β-catenină, printr-un proces mediat-Src [22].  

Celulele canceroase pot penetra endoteliul vascular cerebral nu doar la 

nivelul joncțiunilor celulare endoteliale, ci și individual printr-o singură celulă 

endotelială prin procesul de migrare transcelulară [23, 24]. Transmigrarea 

transcelulară nu este întâlnită doar în cazul celulelor tumorale, ci se regăsește 

și se aseamănă cu diapedeza leucocitelor, presupunând prezența unor căi de 

acces paralele și a unui posibil mecanism comun de acces la nivelul celulelor 

endoteliale. În timpul fazei active a migrației transcelulare, citoscheletul 

celulelor endoteliale cerebrale începe să se reorganizeze și să formeze structuri 

care acoperă celula aflată în faza de migrare. Există un proces de comunicare 

încrucișată între celula tumorală și celula endotelială, care are drept consecință 

reorganizarea citoscheletului și a rețelei membranare. 

 

2.2. Mecanisme implicate în transmigrarea celulară: rolul 
receptorilor celulari și a enzimelor proteolitice în migrarea 
celulelor tumorale prin bariera hematoencefalică 
Fiecare etapă a procesului de migrare și invazie a celulelor tumorale în 

organul țintă secundar implică multe interacțiuni specifice între celulele 

tumorale, matricea extracelulară și receptorii celulelelor componente ale 

barierei hematoencefalice[25]. 

Pentru invazia celulelor tumorale s-a propus un model care presupune o 

succesiune formată din trei pași, după cum urmează: primul pas este 

reprezentat de aderarea celulelor tumorale la componentele specifice ale 

matricei prin intermediul receptorilor de suprafață celulari, acest pas fiind 

urmat de secreția de enzime hidrolitice de către celulele tumorale ancorate, 

care pot degrada local matricea extracelulară. În ultimul pas se realizează 

migrarea propriu-zisă a celulelor tumorale prin modificarea regiunilor matricei 

extracelulare cu ajutorul enzimelor proteolitice secretate [26]. 

Procesul de transmigrare a celulelor canceroase prin bariera 

hematoencefalică presupune implicarea activă a unor receptori de tipul 

canabinoizilor, liganzi de tipul selectinelor, integrinelor și a moleculelor 

implicate în adeziunea celulară [27, 28].  
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Se presupune că atât canabinoizii, cât și endocanabinoizii pot inhiba 

creșterea tumorală prin câteva mecanisme moleculare diferite. Cele mai 

importante mecanisme implicate în activitatea antitumorală a 

endocanabinoizilor includ efectele citotoxice și citostatice, inducerea 

apoptozei, inhibarea neoangiogenezei și a migrării celulelor tumorale, toate 

aceste efecte fiind direct dependente de receptorul canabinoid 1 (CB1) și 

receptorul canabinoid 2 (CB2), precum și de specificul țesutului țintă și a tipului 

celular tumoral [29]. 

Metaloproteinazele joacă un rol crucial în invazia, intravazarea și 

extravazarea celulelor tumorale aflate în cursul procesului de metastazare, 

precum și în cadrul procesului de neoangiogeneză desfășurat în metastazele 

noi formate [30, 31]. Activitatea acestor enzime este modulată și de familia 

inhibitorilor tisulari ai metaloproteinazelor (TIMP) care sunt capabili să inhibe 

activitatea enzimatică a metaloproteinazelor prin legarea și blocarea 

domeniului catalitic al acestora [32]. Expresia MMP și TIMP suferă schimbări 

pe parcursul desfășurării procesului de transformare neoplazică, fiind regăsită 

o secreție crescută a MMP de către celulele tumorale în multe tipuri de cancer, 

precum și o pierdere a echilibrului dintre acestea și inhibitorii specifici, 

influențând astfel creșterea tumorală și invazia țesuturilor [33]. 
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3. INTERACȚIUNEA CELULELOR TUMORALE CU MEDIUL 

CEREBRAL 
 

Caracteristicile intrinseci ale celulelor metastatice și ale celulelor de la 

nivelul țesutului gazdă joacă un rol crucial în formarea și evoluția bolii 

metastatice. O mare parte din celulele metastatice extravazate la nivel cerebral 

prin bariera hematoencefalică mor, iar o mică parte din ele supraviețuiesc, 

proliferează și produc formarea de micro- și macrometastaze [34]. 

Supraviețuirea acestei mici părți din celulele metastatice extravazate este 

influențată în mod decisiv de interacțiunea acestora cu elementele celulare și 

noncelulare ale micromediului sistemului nervos central înalt specializat [35]. 

 

3.1. Relația celulelor tumorale metastatice după extravazare cu 
vascularizația cerebrală 

  După transmigrare prin bariera hematoencefalică, celulele metastatice 

rămân în contact cu suprafața extraluminală a capilalelor, atașându-se la 

acestea asemănător pericitelor, acest fenomen fiind numit în cazul celulelor de 

melanom “mimatul pericitelor”, pierderea contactului perivascular conducând 

la moartea celulelor metastatice [36].  

 Relațiile stabilite între celulele tumorale și celulele endoteliale pot fi 

mediate de către integrine de tipul antigenului 1 asociat funcției limfocit (LFA-

1), integrina αLβ2 exprimate de către celulele de cancer pulmonar și de sân și 

integrinele de la nivelul joncțiunilor GAP de tipul conexinei 43 și conexinei 26, 

folosite în stabilirea legăturilor dintre celulele tumorale și celulele endoteliale. 

Aceste interacțiuni dintre celula tumorală și celulele endoteliale oferă semnale 

de creștere și protecție a celulelor maligne [37, 38]. 

 Celulele tumorale transmigrate, pe lângă asocierea cu celulele endoteliale 

cerebrale, stabilesc și legături puternice cu membrana vasculară bazală, rolul 

cheie în acest proces avându-l moleculele de adeziune celulară L1 (L1CAM) 

[39]. 

  

3.2. Rapoarte stabilite între celulele tumorale metastatice de la 
nivel cerebral cu celulele unității neurovasculare 

 Supraviețuirea și evoluția celulelor tumorale la nivel cerebral după 

trecerea prin bariera hematoencefalică este influențată în mod determinant și 

de celulele prezente la acest nivel, altele decât celulele vasculare. În acest sens, 
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studii recente au pus în evidență rolul important al LFA-1 (integrina αLβ2) în 

stabilirea relațiilor dintre celulele tumorale și celulele unității neurovasculare. 

Acest factor mediază adeziunea celulelor tumorale la astrocite, celule 

microgliale, neuroni și celule endoteliale, având ca urmare creșterea expresiei 

COX-2 și a VEGF la nivelul astrocitelor și eliberarea de monoxid de azot de către 

celulele endoteliale cerebrale, fapt ce conduce la progresia tumorii [40]. 

  Celulele unității neurovasculare au un rol dual în relațiile stabilite cu 

celulele metastatice cerebrale, fiind atât ofensive, ducând la distrugerea 

celulelor metastatice, cât și protective, selectând și ajutând la evoluția 

metastazelor cerebrale. Comunicarea dintre celulele tumorale și celulele 

sistemului nervos central este bidirecțională, soarta celulelor tumorale 

depinzând de răspunsul la semnalele provenite din micromediu cerebral [38]. 

 

3.3. Proprietățile specifice celulelor tumorale metastatice cerebrale 

 Adaptarea la mediul înconjurător a celulelor tumorale necesită activarea 

tranzitorie a genelor asociate cu homeostazia și stresul, urmată de activarea 

genelor implicate în funcțiile mai avansate ale țesutului [41]. 

 Metastazele cerebrale ale cancerului mamar pot găzdui mutații absente 

în tumora primară. Aceste mutații țintesc câteva molecule și căi de semnalizare 

asociate cu metastaze cerebrale, incluzând kinazele dependente de ciclină, căile 

PI3K/Akt/mTOR, Her2, EGFR, MAPK și altele, anticipând sensibilitatea la 

terapiile vizate. Calea PI3K, pe lângă rolul său în extravazarea celulelor 

metastatice prin bariera hematoencefalică, este implicată și în supraviețuirea 

celulelor tumorale din creier. Mutațiile BRAF V600K au incidența cea mai mare 

în cazul melanomului, conducând la activarea constitutivă a căii de semnalizare 

MAPK/ERK [42]. 

 Preluarea unor caracteristici asemănătoare neuronilor (de exemplu 

exprimarea receptorilor neurotransmițători) în celulele de cancer mamar și 

melanom ar putea fi, de asemenea, parte a scenariului de adaptare a celulelor 

tumorale în mediul cerebral [38]. 

 Capacitatea celulelor tumorale de a depăși presiunea selectivă a mediului 

cerebral este determinată de activarea aberantă a căilor de semnalizare și a 

celor metabolice. Cu toate acestea, caracteristicile implicate în supraviețuirea 

celulelor tumorale în țesutul cerebral, nu pot fi întotdeauna distinse clar de 

caracteristicile necesare pentru extravazare prin bariera hematoencefalică sau 

de cele care determină, în general, agresivitatea și capacitatea metastatică a 

celulelor tumorale [38]. 
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3.4. Vascularizația metastazelor tumorale de la nivel cerebral 

 Celulele metastatice încep proliferarea în imediata apropiere a 

microvaselor deja existente, ceea ce determină un proces special de 

vascularizare numit cooptare vasculară. Cooptarea este o caracteristică a 

țesuturilor foarte vascularizate, cum ar fi creierul, iar acest mecanism face ca 

tumorile să fie mai puțin receptive la terapia antiangiogenică [43]. Acesta este 

mecanismul principal de vascularizare a tumorilor la nivel cerebral, folosit de 

celulele de cancer de sân și melanom [35]. La nivel molecular, cooptarea 

vasculară depinde de L1CAM și neuroserpina [39]. 

  Vascularizația tumorii evoluează prin cooptarea vaselor, demararea 

proceselor de neoangiogeneză sau sunt posibile și alte mecanisme formând o 

barieră asemănătoare barierei hematoencefalice, numită barieră hemato-

tumorală [44]. Celulele endoteliale ale barierei hemato-tumorale prezintă o 

expresie crescută pentru VEGF și CD31, în timp ce expresia pentru ZO-1 și 

GLUT1 poate să scadă.  

 În metastazele cerebrale bariera hemato-tumorală rămâne suficient de 

intactă pentru a împiedica ajungerea medicamentelor citostatice la nivelul 

celulelor tumorale în concentrații terapeutice eficiente. Încă nu este pe deplin 

elucidat dacă aceste date care provin din modele experimentale de șoareci 

reflectă realitatea și în cazul patologiei tumorale cerebrale la om [45]. 
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CONTRIBUȚIA PERSONALĂ 

1. SCOPUL ȘI OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT 
 

În această teză am abordat analizarea primului pas de formare a 

metastazelor cerebrale, adică diapedeza celulelor tumorale prin endoteliul 

cerebral. Interconectate prin joncțiuni strânse continue, celulele endoteliale 

formează cea mai strânsă barieră endotelială din organism [46]. Prin urmare, 

extravazarea celulelor metastatice prin această vascularizație restrictivă este 

un pas cheie în dezvoltarea de tumori cerebrale secundare.  

Studiul literaturii de specialitate a relevat faptul că până în prezent nu au 

existat rezultate experimentale directe privind căile specifice pe care le adoptă 

celulele tumorale pentru a transmigra prin complexele joncționale ale celulelor 

endoteliale cerebrale. 

În această teză de doctorat ne-am propus evaluarea căilor de 

transmigrare paracelulare și/sau transcelulare a celulelor tumorale de 

melanom și carcinom mamar prin bariera hematoencefalică, prin parcurgerea 

următoarelor obiective specifice: 

1. Evaluarea in vitro a interacțiunii celulelor de melanom și a celor de 

carcinom mamar cu celulele endoteliale cerebrale prin microscopie 

electronică de transmisie și analiza comparativă a căilor specifice de 

transmigrare. Pentru acest obiectiv am pornit de la premiza conform 

căreia pe lângă calea paracelulară, celulele tumorale ar putea invada 

creierul prin străbaterea barierei pe cale transcelulară, adică prin 

celule endoteliale individuale. 

2. Evaluarea rolului sistemului canabinoid în adeziunea și transmigrarea 

celulelor metastatice de melanom prin bariera hematoencefalică. 

3. Evaluarea rolului N-caderinei în migrarea transendotelială a celulelor 

tumorale, cunoscut fiind din literatură faptul că interacțiunea mediată 

de N-caderină este implicată în translocarea celulelor tumorale prin 

stratul de celule endoteliale non-cerebrale. 

4. Evaluarea in vivo a interacțiunii celulelor tumorale mamare cu celulele 

endoteliale cerebrale. 
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2. MATERIALE ȘI METODE 

2.1. Materiale biologice utilizate în realizarea experimentelor 

Studiile experimentale in vitro au fost realizate pe un model experimental 

care mimează bariera hematoencefalică, respectiv celule endoteliale primare 

(RBECs) izolate din creier șobolan, care au fost expuse la diferite tipuri de linii 

celulare tumorale. Celulele endoteliale au fost izolate din cortexurile unor 

șobolani Wistar de 2-3 săptămăni, utilizând o digestie enzimatică în doi pași și 

centrifugare în gradient de Percoll [47]. În 5 zile aceste celule ajung la 

confluență. Celulele prezintă o morfologie fuziformă și formează linii continue 

de joncțiuni strânse pe marginea celulelor. Pentru experimentele in vitro pe 

lângă RBEC am folosit și linia de celule endoteliale cerebrale umane hCMEC/D3. 

Pentru a studia transmigrarea celulelor tumorale prin bariera 

hematoencefalică am folosit celule tumorale care reprezintă un risc ridicat de 

formare a metastazelor cerebrale. Am ales 2 linii de celule de melanom și 2 linii 

de cancer mamar, după cum urmează:  

• A2058 – celule de melanom umane 

• B16/F10 – celule de melanom de șoarece 

• MDA-MB-231 – celule de adenocarcinom mamar umane (triplu 

negative) 

• 4T1 – celule de carcinom mamar de șoarece (triplu negative) 

Experimentele in vivo s-au efectuat pe linia de şoareci BALB/c care 

permit dezvoltarea metastazelor cerebrale în urma injectării celulelor 

tumorale în circulația sanguină. Șoarecii utilizați provin din Centrul 

Experimental Biomedical Internațional al Institutului de Științe ale Vieții din 

cadrul Universitații de Vest ”Vasile Goldiș” din Arad, care este autorizat sanitar-

veterinar pentru realizarea de experimente pe animale de laborator.  

Pentru studiile de microscopie confocală am folosit linia de șoarece 

FVB/Ant: TgCAG-yfp_sb # 27 (obținută de la Institutul de Medicină 

Experimentală, Budapesta, Ungaria) care exprimă Venus-YFP (proteină 

galbenă fluorescentă) în celulele endoteliale. 

Toate experimentele respectă normele legislative în vigoare referitoare 

la protecția animalelor de laborator utilizate în scopuri științifice, precum și 

normele etice referitoare la realizarea experimentelor pe animale de laborator. 
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2.2. Modele experimentale utilizate 

Pentru studierea mecanismului de transmigrare a celulelor tumorale 

prin bariera hematoencefalică am utilizat două modele experimentale: 

 - un model experimental de barieră hematoencefalică in vitro 

 - experimente in vivo pe animale de laborator. 

Modelul experimental de barieră hematoencefalică in vitro constă într-un 

sistem experimental de transmigrare alcătuit din celule endoteliale cerebrale 

cultivate pe inserții de filtre cu pori de dimensiuni mari (Corning-Costar 

Transwell Clear) pentru microscopie electronică, pe lame de microscop (Ibidi) 

pentru imunofluorescență, pe plăci petri pentru Western blot sau plăci-E 

pentru măsurători de impedanță. Celulele tumorale au fost capabile să migreze 

prin stratul de celule endoteliale prin porii filtrului și să se acumuleze pe partea 

cealaltă a filtrului.  

Modelul experimental de barieră hematoencefalică in vivo constă în 

inducerea experimentală de tumori care metastazează rapid la nivel cerebral. 

În cazul acestor experimente localizarea celulelor tumorale se face prin 

marcare fluorescentă. Inducerea in vivo a metastazelor cerebrale se va realiza 

prin injectarea lor în artera carotida comună al șoarecilor. Acestea 

metastazează rapid la nivel cerebral, urmând ca din creierul prelevat să 

obținem criosecțiuni, care se vor examina cu ajutorul microscopului optic cu 

fluorescență și secțiuni ultrafine, care se vor examina cu microscop electronic 

de transmisie. 

 

2.3. Tehnici de evidențiere a transmigrării celulelor tumorale prin 
bariera hematoencefalică 

Pentru a evidenția transmigrarea celulelor tumorale prin bariera 

hematoencefalică am folosit: tehnica de microscopie electronică de transmisie, 

tehnica de imunofluorescență indirectă, tehnica de Western blot, 

monitorizarea impedanței în timp real, testul de adeziune și testul de 

transmigrare. 

Tehnica de microscopie electronică de transmisie 

Atât în cazul experimentelor in vitro, cât și a celor in vivo pentru 

cercetarea aspectelor ultrastructurale am utilizat metoda de investigare cu 

ajutorul microscopului electronic de transmisie (TEM). 

Pentru investigațiile ultrastructurale fragmentele de țesut nervos au fost 

supuse următoarelor procese: recoltarea, fixarea, deshidratarea, infiltrarea şi 

includerea, încapsularea, modelarea, secţionarea, contrastarea, examinarea la 

microscopul electronic de transmisie de tip FEI Tecnai G2 Spirit TWIN/Bio 
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TWIN de la Centrul Internațional de Microscopie Electronică al Universității de 

Vest “Vasile Goldiș” Arad, imaginile fiind înregistrate digital cu ajutorul unei 

camere de tip Mega View III. 

Tehnica de imunofluorescență indirectă 

Pentru a scoate în evidență transmigrarea celulelor tumorale prin 

bariera hematoencefalică am folosit tehnica de imunofluorescență (IF), 

marcând proteinele joncționale ale celulelor endoteliale și ale celulelor 

tumorale.  

În cazul experimentelor in vitro celulele tumorale sunt marcate cu Cell 

Tracker Red (Life Technologies) înainte să fie însămânțate pe stratul confluent 

de celule endoteliale. După 5, respectiv 8 ore am fixat celulele cu metanol 100% 

și am marcat proteinelor joncționale claudina-5 și N-caderina prin tehnica de 

IF. După montarea lamelor, probele se examinează la microscopul optic cu 

fluorescență Nikon Eclipse TE2000U. 

În cazul experimentelor in vivo creierul prelevat, după post-fixare, a fost 

crioprotejat în 30% sucroză la 4˚C. După câteva zile probele de creier au fost 

secționate la o grosime de 20 µm cu ajutorul criotomului Reichert-Jung Cryo 

Microtome 1206. Prin tehnica de IF a fost marcată N-caderina, iar nucleii au fost 

colorați cu Hoechst. După montarea lamelor probele au fost examinate la 

microscopul confocal de baleiaj (scanare) cu lumină laser Leica TCS SP8. 

Tehnica de Western blot 

Metoda Western blot permite identificarea unor proteine sau 

compararea expresiei proteinei țintă în mai multe probe biologice.  

În cazul experimentelor de transmigrare proteinele au fost extrase în 

tampon RIPA și separate prin SDS-gel electroforeză. În cazul blottingului semi-

uscat utilizat de noi, transferul s-a efectuat între două plăci orizontale de grafit 

pe membrană PVDF sau nitroceluloză (Bio-Rad). După blocarea situsurilor 

libere de pe membrană cu soluție de 5% lapte praf degresat sau 3% BSA, 

membranele au fost incubate cu următoarele anticorpi primari:cofilina (Cell 

Signaling), fosfo-cofilina (Cell Signaling), β-actina (Sigma Aldrich), pan-

citokeratina (Thermo Fischer Scientific), claudina-5 (Thermo Fischer 

Scientific) și N-caderina (BD Transduction Laboratories). După legarea 

anticorpului secundar conjugat cu HRP, detecția s-a efectuat prin aplicarea 

substratului chemiluminescent Clarity Western ECL Substrat (Bio-Rad). 

Semnalele chemilumonescente au fost analizate cu sistemul de imagistică 

ChemiDoc MP (Bio-Rad). 
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Monitorizarea impedanței în timp real 

Pentru a monitoriza efectele celulelor tumorale asupra RBEC-urilor în 

timp real, am măsurat impedanța electrică folosind sistemul xCELLigence, 

urmând instrucțiunile producătorului (Acea Biosciences).  

Pe scurt, celulele au fost însămânțate într-o placă de tip E (adică, plăci de 

cultură cu 96 de godeuri având micro-electrozi integrați în partea de jos) și 

lăsate să se atașeze pe suprafața electrodului în timp. Impedanța electrică a fost 

înregistrată la fiecare 30 de minute. Când impedanța a ajuns pe platou celulele 

tumorale (2 × 104) au fost însămânțate în godeuri într-un mediu care conține 

niveluri serice reduse (2,5%) și lăsate timp de 8 ore. Impedanța celulei (care 

depinde de numărul de celule, gradul de aderență, răspândirea și proliferarea 

celulelor și, de asemenea, etanșeitatea joncțiunilor) a fost calculată automat de 

software-ul instrumentului. 

Testul de adeziune a celulelor de melanom 

Pentru efectuarea testului de adeziune am folosit două linii celulare: D3 

și A2058. Atât celulele endoteliale cerebrale umane D3, cât și celulele de 

melanom au fost pretratate cu JWH-133 (10 μM- agonist selectiv CB2), U0126 

(10 μM - inhibitor MEK1/2), PTX (100 ng/mL - toxina pertusis inhibitoare de 

Gi/Goα) și SR-144528 (10 μM - agonist invers selectiv) timp de 4 ore. După 

tratamentul prealabil, celulele de melanom A2058 au fost marcate fluorescent 

utilizând Oregon Green® 488. 105 celule de melanom/godeu au fost 

însămânțate pe monostratul de celule endoteliale și după 90 minute de contact 

celule de melanom neaderate au fost spălate de pe suprafața celulelor 

endoteliale. După pasul de spălare, celulele au fost fixate și celulele de melanom 

aderate la celulele endoteliale au fost fotografiate și numărate utilizând 

software-ul Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Rockville, MD, SUA). 

Testul de transmigrare a celulelor de melanom 

Pentru experimentele de transmigrare am folosit celule endoteliale 

cerebrale primare datorită caracteristicilor superioare de barieră. Celulele 

primare RBECs au fost pasate pe inserții de filtre (dimensiunea porilor de 8 μm) 

acoperite cu fibronectină/colagen. După obținerea unui strat confluent 

endotelial 105 celule tumorale marcate fluorescent cu Oregon Green® au fost 

transferate în compartimentul superior pe monostratul endotelial. Celulele au 

fost incubate timp de 5 ore și pe urmă au fost fixate cu etanol/acid acetic. 

Celulele din compartimentul superior au fost șterse cu un tampon de bumbac. 

Celulele de melanom transmigrate au fost numărate utilizând software-ul 

Image-Pro Plus.  
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3. REZULTATE ȘI DISCUȚII 

3.1. Evaluarea in vitro a interacțiunii celulelor de melanom cu celule 

endoteliale cerebrale 

 

Cunoscând faptul că celulele de melanom au o capacitate mai crescută de 

a se atașa și de a migra prin stratul de celule endoteliale cerebrale comparativ 

cu celule tumorale mamare, ne-am propus să investigăm aceste fenomene la 

nivel ultrastructural. 

În primul rând am analizat stadiul incipient al procesului de 

transmigrare, respectiv etapa de adeziune care precede transmigrarea propriu-

zisă a celulelor tumorale prin stratul de celule endoteliale.  

Analiza ultrastructurală ne-a relevat faptul că în cele mai multe cazuri 

celulele de melanom s-au atașat de celulele endoteliale cerebrale la locul 

joncțiunilor (Fig. 4. A), în apropierea acestora (Fig. 4. B), dar, în același timp, au 

fost găsite și în regiunile îndepărtate de contactul a două celule endoteliale (Fig. 

4. C). 

 
Fig. 4. Celula melanom B16/F10 atasată de celula endotelială la locul joncțiunii 

interendoteliale (A.), în apropierea (B.) și la distanță (C.) de joncțiunea interendotelială 
(săgeată – joncțiune; E –celulă endotelială; T – celulă tumorală; TT – celulă tumorală 

transmigrată) 
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Celulele endoteliale cerebrale extind prelungiri asemănătoare 

filopodiilor spre celulele de melanom (Fig. 5), având probabil un rol important 

în intercalarea celulei tumorale între celulele endoteliale (Fig. 6.). 

 
Fig. 5. Celula endotelială cu prelungire de tip filopodie atasată celulei de melanom 

B16/F10 aderentă la respetctiva celulă endotelială – detaliu (săgeată – pseudopod; E –
celulă endotelială; T – celulă tumorală) 

 

 
Fig. 6. Celula de melanom (B16/F10) transmigrată sub monostratul de celule 

endoteliale (săgeti – joncțiuni intacte prezente între celulele endoteliale; E –celulă 
endotelială; T – celulă tumorală; TT – celulă tumorală transmigrată) 
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În concluzie, rezultatele studiului de microscopie electronică au 

evidențiat faptul că celulele melanomului au transmigrat preferențial pe calea 

paracelulară prin joncțiunile strânse și aderente între celulele endoteliale (Fig. 

7.).  

Unele celule de melanom s-au atașat în clustere la monostratul de celulele 

endoteliale cerebrale (Fig. 7A.), facilitând utilizarea aceleiași căi de 

transmigrare de către mai multe celule, așa cum s-a observat de altfel și în studii 

anterioare [20, 48]. 

Dintre tumorile metastatice ale creierului, melanomul are cea mai mare 

afinitate de a metastaza la nivelul sistemului nervos central. Studiile din 

literatură au demonstrat capacitatea celulelor melanomului de a prolifera în 

parenchimul creierului [49]. În plus, rezultatele noastre au sugerat faptul că 

celulele melanomului ar putea, de asemenea, avea o capacitate crescută de a 

migra prin stratul endotelial cerebral în comparație cu celulele tumorale 

mamare [48]. Am observat faptul că afectarea joncțiunilor strânse dintre 

celulele endoteliale cerebrale a fost mai pronunțată în prezența melanomului 

decât a celulelor tumorale mamare. 

Rezultatele noastre sunt în conformitate cu aceste date, arătând că 

celulele melanomului pot utiliza eficient calea paracelulară a transmigrării. 

Într-un studiu anterior, s-a evidențiat faptul că celulele melanomului se 

intercalează între celulele endoteliale, procedură care a fost denumită 

„încorporare” [50]. Cu toate acestea, pe baza diferențelor dintre diapedeza 

celulelor de melanom și a celulelor tumorale mamare la nivelul celulelor 

endoteliale cerebrale, prezentate în această teză de doctorat, sugerăm 

utilizarea termenului de „intercalare” atunci când celulele tumorale se 

localizează între două celule endoteliale pentru a merge mai departe pe calea 

transmigrării paracelulare. Termenul de „încorporare” îl utilizăm pentru 

descrierea celulelor tumorale care sunt acoperite complet de celule endoteliale 

și care nu migrează paracelular, așa cum este cazul celulelor de melanom. Acest 

fenomen de „încorporare” a fost observat mai ales în cazul celulelor tumorale 

mamare care aleg tipul de migrare transcelular.  
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Fig. 7. Transmigrarea celulelor de melanom (A - B16/F10 și B - A2058) prin 

monostratul de celule endoteliale după 8 ore de contact (săgeti – joncțiuni interendoteliale; 
cap săgeată – pseudopod; E –celulă endotelială; T – celulă tumorală)  
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3.2. Evaluarea efectului activării receptorului CB2 asupra adeziunii 

celulelor de melanom la endoteliul cerebral 

 

Sistemul canabinoid este cunoscut în principal pentru efectele sale 

psihoactive, dar s-a demonstrat anterior că activarea acestui sistem poate 

induce și procese anti-inflamatorii și neuroprotectoare [51, 52]. Cannabinoizii 

își exercită efectele în principal prin două tipuri de receptori: CB1 și CB2, care 

mediază efecte distincte. Efectul psihoactiv este mediat de receptorii CB1, în 

timp ce efectele antiinflamatorii sunt mediate în principal de acțiunile 

receptorilor CB2 [53]. Datorită efectului psihotrop al activării CB1, studiul 

nostru s-a concentrat în principal pe receptorii CB2. 

Ramirez și colaboratorii (2012) au demonstrat că activarea CB2 

îmbunătățește proprietățile de barieră a stratului endotelial prin creșterea 

cantității proteinelor de joncțiuni strânse în fracțiunile de membrană [54]. Mai 

mult, activarea receptorului CB2 reduce expresia proteinelor ICAM-1 și VCAM-

1, indusă de mediatori inflamatori în celulele endoteliale vasculare cerebrale și 

atenuează aderența și transmigrarea leucocitelor prin bariera 

hematoencefalică. 

Cu toate acestea, nu sunt disponibile informații privind rolul sistemului 

canabinoid în transmigrarea celulelor metastatice prin bariera 

hematoencefalică. Deoarece melanocitele normale și melanomul malign 

împărtășesc semnalizări similare cu creierul [55, 56], ne așteptam ca celulele 

melanomului să răspundă la semnalele canabinoide. Prin urmare, în acest 

studiu am investigat rolul activării receptorului CB2 în adeziunea celulelor de 

melanom la endoteliul cerebral și transmigrarea lor prin bariera 

hematoencefalică. 

Etapele formării metastazelor cerebrale includ adeziunea celulelor 

canceroase la endoteliul cerebral, transmigrarea prin bariera hematoencefalică 

și proliferarea celulelor tumorale în parenchimul creierului. Primii doi pași se 

caracterizează prin interacțiuni complexe ale celulelor endoteliale cu celulele 

metastatice [20]. 

Am testat dacă activarea receptorului CB2 cu agonistul său JWH-133 

poate afecta atașarea celulelor de melanom la celulele endoteliale cerebrale. 

Tratamentul celulelor endoteliale cerebrale umane (hCMEC/3) sau a celulelor 

de melanom uman (A2058) cu JWH-133 în timpul testului de adeziune nu a 

modificat aderența celulelor de melanom la suprafața stratului endotelial (Fig. 

8.). În același timp, incubarea prealabilă a celulelor endoteliale, și a celulelor de 
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melanom cu JWH-133 timp de 4 ore, cât și tratamentul cu același compus în 

timpul testului de adeziune a redus semnificativ numărul de celule de melanom 

aderate comparativ cu celulele de control netratate (Fig. 8.). Acest lucru nu este 

surprinzător, deoarece s-a demonstrat că JWH-133 are capacitatea de a crește 

rezistența electrică transendotelială după 4 ore de incubare [54]. 
 

 
Fig. 8. Efectul activării CB2 asupra adeziunii celulelor de melanom pe suprafața 

endoteliului cerebral. Rezultatele sunt reprezentate ca procent din lotul control (D3 + 
A2058) și date ca Media ± deviație standard. N = 3. * p <0,05, după efectuarea testelor 

ANOVA și post-hoc al lui Bonferroni. D3 (jwh-133) și A2058 (jwh-133) reprezintă celule 
pretratate cu 10 μM JWH-133 timp de 4 ore. D3 + A2058 + JWH-133 reprezintă celule 

tratate cu 10 μM JWH-133 în timpul testului de adeziune de 90 de minute 
 

Pentru a determina rolul specific al activării CB2 în funcție de tipul 

celular am pre-tratat atât celulele de melanom, cât și celulele endoteliale cu 

JWH-133 și am efectuat experimentul de adeziune în absența agonistului CB2. 

Activarea receptorilor CB2 în celulele endoteliale cerebrale sau în celulele de 

melanom cu JWH-133 a redus ușor adeziunea celulelor de melanom la stratul 

confluent de celule endoteliale cerebrale. Aceste rezultate sugerează că 

activarea receptorilor CB2, atât pe celulele endoteliale, cât și pe celulele de 

melanom prin JWH-133, contribuie la scăderea capacității de adeziune (Fig. 8.). 

 Receptorii CB2 își exercită efectul prin intermediul subunităților Gi/Goα 

și sunt, de asemenea, cuplați la calea de semnalizare MAPK-ERK [57]. Pentru a 

studia care dintre căile de semnalizare sunt responsabile de efectul observat în 
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urma activării CB2 asupra adeziunii celulelor de melanom, am efectuat 

experimente de adeziune în prezența PTX, ca inhibitor Gi/Goα și U0126, ca 

inhibitor MEK. Am observat că PTX blochează efectul agonistului CB2, în timp 

ce U0126 nu a inversat efectul activării CB2 de a reduce aderența (Fig. 9.). Acest 

lucru indică faptul că CB2 își exercită efectul anti-adeziune în principal prin 

activarea Gi/Goα. 
 

 
Fig. 9. Efectul activării CB2 asupra adeziunii celulelor de melanom pe suprafața 

endoteliului cerebral. Rezultatele sunt reprezentate ca procent din lotul control (D3 + 
A2058) și date ca medie ± deviație standard. N = 3. * p <0,05, după efectuarea testelor 

ANOVA și post-hoc al lui Bonferroni. JWH-133 (10 μM), U0126 (10 μM) și PTX (100 ng/mL) 
au fost aplicate ca pretratament la ambele tipuri de celule și ca tratament în timpul testului 

de adeziune 
 

Anterior am demonstrat că activarea receptorilor CB2 reduce capacitatea 

de aderare a celulelor de melanom A2058 la suprafața endoteliului cerebral. 

Deși, această reducere a putut fi observată numai atunci când atât celulele 

endoteliale, cât și celulele de melanom au fost pretratate cu agonistul CB2. 

Semnalizarea CB2 este mediată în principal de subunitățile Gi/Goα, dar și calea 

MAPK-ERK poate fi activată de către CB2. Ambele căi de semnalizare sunt active 

în celulele endoteliale cerebrale [58]. PTX, inhibitorul Gi, a suprimat complet 

efectul stimulării CB2, în timp ce inhibarea căii MAPK-ERK a avut un efect 

suplimentar la acțiunea JWH-133, indicând faptul că efectul de reducere a 

adeziunii prin activarea CB2 este mai degrabă dependent de semnalizarea Gi 

decât de MAPK-ERK. 
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3.3. Evaluarea efectului activării receptorului CB2 asupra transmigrării 

celulelor de melanom prin stratul de celule endoteliale cerebrale 

 

Studiul nostru următor a fost conceput pentru a înțelege dacă activarea 

CB2 poate interfera și cu migrarea transendotelială a celulelor de melanom. 

Migrarea transendotelială a celulelor A2058 a fost testată pe celule endoteliale 

cerebrale primare (RBEC) cultivate pe inserții de filtru, având dimensiunea 

porilor de 8 μm, pentru a permite celulelor metastatice să migreze pe partea 

inferioară a filtrului.  
 

 
Fig. 10. Efectul activării CB2 asupra migrării transendoteliale a celulelor de melanom. 

Rezultatele sunt reprezentate ca procent din lotul control (RBEC + A2058) și date ca medie 
± deviație standard. N = 3. * p <0,01 (comparat cu control), după efectuarea testelor 
ANOVA și post-hoc al lui Bonferroni. RBEC (jwh-133) reprezintă celule endoteliale 

pretratate cu 10 μM JWH-133 timp de 4 ore. RBEC (jwh-133) + A2058 (jwh-133) + JWH-
133 denotă că atât celulele endoteliale, cât și celulele de melanom au fost pretratate cu 10 

μM JWH-133 timp de 4 h și tratate cu 10 μM JWH-133 timp de 5 ore în timpul 
experimentului de transmigrare 

 

Am observat că tratamentul celulelor endoteliale cerebrale în prealabil 

cu JWH-133 a redus rata de transmigrare a celulelor de melanom (Fig. 10.), 

sugerând faptul că modificările induse de către agoniștii CB2 în celulele 

endoteliale sunt critice în medierea efectului provocat de agoniștii CB2. O astfel 

de modificare ar putea reprezenta îmbunătățirea proprietăților de barieră ca 
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răspuns la activarea CB2, deoarece agoniștii CB2 cresc rezistența electrică 

transendotelială a celulelor endoteliale cerebrale [54]. Această teorie posibil să 

se bazeze pe creșterea expresiei claudinei-5 în celulele endoteliale cerebrale ca 

răspuns la activarea CB2. 

Potrivit unor studii anterioare, canabinoizii au capacitatea de a inhiba 

expresia unor molecule de adeziune precum ICAM sau VCAM [59] și a unor 

metaloproteinaze matriceale [60], care ar putea contribui, de asemenea, la o 

diminuare a transmigrării. 
 

 
Fig. 11. Efectul activării CB2 asupra migrării transendoteliale a celulelor de melanom. 

Rezultatele sunt reprezentate ca procent din lotul control (RBEC + A2058) și date ca medie 
± deviație standard. N = 3. * p <0,01 (comparat cu control), după efectuarea testelor 
ANOVA și post-hoc al lui Bonferroni. JWH-133 (10 μM) și SR-144528 (10 μM) au fost 

aplicate ca pretratament la ambele tipuri de celule și de asemenea ca tratament în timpul 
testului de transmigrare. 

 

Am observat o reducere mai puternică a numărului de celule de melanom 

transmigrate atunci când ambele tipuri de celule au fost pretratate cu agonistul 

CB2, care a fost aplicat și în timpul transmigrării (Fig. 10.). SR-144528, 

agonistul invers al receptorului CB2 a blocat complet efectul JWH-133 asupra 

migrării transendoteliale a celulelor de melanom A2058, demonstrând efectul 

specific CB2 al JWH-133 (Fig. 11.). Am observat că agonistul invers SR-144528 

aplicat singur nu a avut niciun efect asupra transmigrării. 

În concluzie, în urma experimentelor efectuate putem sublinia faptul că 

activarea receptorilor CB2 reduce aderarea și transmigrarea celulelor de 

melanom prin endoteliul cerebral. Acest lucru identifică CB2 ca o țintă 

potențială în reducerea numărului de metastaze cerebrale provenite din 

melanom.  
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3.2. Evaluarea in vitro a interacțiunii celulelor de cancer mamar cu 

celule endoteliale cerebrale 

 

Similar cu celulele de melanom, am identificat prin investigații 

electronomicroscopice, celule de cancer mamar aderente la joncțiunile 

endoteliale cerebrale (Fig. 12.), deși într-un număr mai redus. În apropierea 

acestor celule, pot fi observate proeminențe endoteliale asemănătoare 

filopodiilor, similare cu cele observate în vecinătatea celulelor de melanom. 
 

 
Fig. 12. Celulă de cancer mamar (MDA-MB-231) atașată de stratul de celule endoteliale 
confluente după 8 ore de contact (săgeti – joncțiuni interendoteliale; cap săgeată – 

pseudopod; E –celulă endotelială; T – celulă tumorală) 
 

De asemenea, am observat în mai multe micrografii, mai multe celule 

canceroase de sân acoperite de procese endoteliale, încorporând celula 

tumorală în monostrat (Fig. 13.).  
 

 
Fig. 13. Procesul de transmigrarea celulelor tumorale mamare (A - MDA-MB-231 și B – 

4T1) prin monostratul de celule endoteliale după 8 ore de contact: pasul de incorporare 
(săgeti – joncțiuni interendoteliale; E –celulă endotelială; T – celulă tumorală) 

 

Integrarea celulelor canceroase în stratul endotelial cerebral nu a fost 

observată în cazul celulelor de cancer mamar. Mai mult, monostratul endotelial 

a rămas în mare parte intact în ciuda faptului că celule tumorale au transmigrat 

monostratul (Fig. 14.). 
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Fig. 14. Celule de cancer mamar (MDA-MB-231) transmigrate prin monostratul de celule 

endoteliale după 8 ore de contact (săgeti – joncțiuni interendoteliale; E –celulă endotelială; 
T – celulă tumorală) 

 

Putem sugera faptul că reorganizarea citoscheletului de actină poate juca 

un rol important în modificările observate în celulele endoteliale, inclusiv 

formarea protuberanței membranare de tip filopodie, încorporarea celulelor 

tumorale și dezasamblarea joncțională.  
 

 
Fig. 15. A. Rezultatele analizei Western blot în urma co-culturii celulelor tumorale mamare 
(TM) umane EGFP-MDA-MB-231 cu celule endoteliale umane D3 (E), timp de 24 ore (după 

care cele două linii au fost separate prin sortare). B. Cuantificarea nivelului proteinei p-
cofilină normalizată la cofilină (medie ± SD), pe baza imaginilor Western blot. N = 3 

experimente independente. * P <0.01  
 

Recent, s-a sugerat faptul că celulele endoteliale cerebrale activează 

cofilina ca răspuns la veziculele extracelulare secretate de celule tumorale 

mamare [61]. Pentru a studia implicarea acestei căi de semnalizare în sistemul 
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nostru, am co-cultivat celule tumorale mamare MDA-MB-231 care exprimă 

EGFP cu celule endoteliale cerebrale D3. După 24 de ore, am sortat cele două 

tipuri de celule pe bază de fluorescență verde. Puritatea probelor sortate a fost 

evaluată pe baza expresiei citokeratinei în celulele tumorale, dar nu și în 

celulele endoteliale și pe baza expresiei claudinei-5 în celulele endoteliale, dar 

nu în celulele tumorale. Fosfo-cofilina a fost foarte exprimată în celulele 

endoteliale cerebrale din grupul control, dar a scăzut semnificativ în celule co-

cultivate cu celule tumorale mamare (Fig. 15.), sugerând activarea semnalizării 

cofilinei în celulele endoteliale cerebrale în prezența celulelor tumorale 

mamare.  
 

 
Fig. 16. Determinarea impedanței monostratului endotelial RBECs (reprezentat de indicele 

celular) la 8 ore după insămânțarea cu diferite celule tumorale, folosind sistemul ACEA 
xCELLigence. Rezultatele sunt exprimate sub forma de % control și date ca medie ± SEM. N 

= 4, *P < 0.01 (celule de melanom A2058 și B16/F10 comparativ cu control), evaluat cu 
testul ANOVA și testul post-hoc al Bonferroni. 

 

Pentru a înțelege efectele celulelor de melanom și ale celulelor tumorale 

mamare asupra integrității endoteliul cerebral, am determinat impedanța 

monostratelor endoteliale după ce am însămânțat diferite celule tumorale la 

suprafața lor. Atât celulele de melanom B16/F10, cât și cele A2058 au scăzut 

semnificativ impedanța celulelor endoteliale cerebrale încă la 2 ore după 

expunere (Fig. 16.). Nici una dintre cele patru linii celulare de cancer mamar 

utilizate în studiu nu au avut un efect semnificativ asupra impedanței 

monostratului endotelial. Aceste date sugerează că celulele de melanom, dar nu 

și celulele tumorale mamare, sunt capabile să afecteze în mod semnificativ 

integritatea joncțiunilor strânse interendoteliale. Aceste rezultate au sugerat 

posibilitatea migrării transcelulare a celulelor tumorale mamare. 
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Folosind tehnica de microscopie electronică, în experimentul realizat de 

noi arătăm pentru prima dată faptul că celulele tumorale mamare sunt capabile 

să utilizeze calea transcelulară - prin intermediul celulelor endoteliale 

individuale - în timpul migrării lor dinspre polul apical pe partea bazolaterală 

a celulelor endoteliale cerebrale (Fig. 17.). 
 

 
Fig. 17. Migrarea transcelulară a celulelor tumorale mamare (MDA-MB-231) prin 

monostratul de celule endoteliale după 8 ore de contact. Imagini seriate obținute cu 
microscop electronic de transmisie (săgeti – joncțiuni intacte prezente între celulele 

endoteliale; E –celulă endotelială; T – celulă tumorală; TT – celulă tumorală transmigrată) – 
imaginile din stânga sunt la o mărire mai mare  
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3.3. Evaluarea rolului N-caderinei în migrarea transendotelială a 

celulelor tumorale 

 

Pe lângă perturbarea integrității joncțiunilor strânse interendoteliale, 

celulele de melanom trebuie să deschidă joncțiunile aderente ale stratului 

endotelial cerebral în timpul migrării paracelulare dinspre partea apicală spre 

cea bazolaterală a endoteliului. Interacțiunea mediată de N-caderină s-a 

dovedit a fi implicată în acest proces în celulele endoteliale non-cerebrale [62]. 
 

 
Fig. 18. Imagini de imunofluorescență, care prezintă rolul N-caderinei în migrarea 

transendotelială a celulelor tumorale in vitro. Cele patru poze de jos (i, ii, iii și iV) sunt 
măriri mai mari ale porțiunilor respective din imaginile de sus. (A) Celulele de melanom 
A2058 și (B) celulele de cancer mamar MDA-MB-231 colorate cu CellTracker Red CMTPX 

au fost însămânțate pe un monostrat confluent de celule D3 și lăsate timp de 5 ore. 
 

Prin urmare, am investigat implicarea N-caderinei în migrarea celulelor 

de melanom și a celulelor tumorale mamare prin stratul de celule endoteliale 

cerebrale. Când celulele de melanom au fost însămânțate la suprafața unui 

monostrat confluent de celule endoteliale cerebrale, celulele tumorale au avut 

tendința de a intercala rapid între acestea. Noi am observat prezența N-

caderinei în regiunile de contact melanom-melanom și melanom-celule 

endoteliale (Fig. 18.A.). În orice caz, aproape nici o proteină N-caderină nu a 

fost detectată în co-culturile celule endoteliale-celule tumorale mamare (Fig. 

18.B.). Rezultatele noastre Western blot au confirmat această observație, 

demonstrând că atât celulele de melanom A2058 cât și cele B16/F10 au 
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exprimat niveluri ridicate de N-caderină dar nici o proteină N-caderină nu a fost 

detectată în culturile de celule tumorale mamare (Fig. 19.). 

 
Fig. 19. Rolul N-caderinei în migrarea transendotelială a celulelor tumorale in vitro. 

Western blotul reprezentativ arată expresia N-caderinei în celulele endoteliale cerebrale și 
celulele de melanom (A2058 și B16/F10), dar nu și în celulele de cancer de sân (MDA-MB-

231 și 4T1). 
 

Într-un studiu următor am investigat capacitatea celulelor tumorale 

mamare N-caderin-negative de a genera metastaze cerebrale in vivo. Ca o 

caracteristică unică a formării metastazelor cerebrale, celulele tumorale 

arestate în capilarele cerebrale supraviețuiesc timp îndelungat intravascular 

(aproximativ 3-5 zile) înainte de finalizarea transmigrării [38].  
 

 
Fig. 20. Rolul N-caderinei în migrarea transendotelială a celulelor tumorale de sân in 

vivo. Celulele 4T1, care exprimă proteina fluorescentă roșie tdTomato, au fost injectate la 
șoareci care exprimă Venus-YFP în celulele endoteliale. Șoarecii au fost sacrificați după 5 

zile. Imaginile confocale arată că celulele de cancer mamar 4T1 sunt negative la N-caderină 
și metastazează eficient la nivel cerebral. Săgeata albă indică celula migratoare în ziua 5 

după inocularea celulelor tumorale. (a) nuclee. (b) celule endoteliale (Venus-YFP). (c) 
celule tdTomato-4T1. (d) marcarea N-caderinei. (e) imaginea combinată a (b) și (d). (f) 

imaginea combinată a (a) - (d). (g) imagine combinată a (c) și (d) 
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Prin urmare, primul interval de timp studiat în instalarea procesului de 

metastazare in vivo a fost ziua a 5-a după injectarea celulelor tumorale în 

circulația șoarecilor. La acest moment, am observat transmigrarea celulelor 

tumorale, care s-au dovedit a fi toate N-caderin-negative (Fig. 20.). 

Pe de altă parte, expresia N-caderinei a fost indusă în endoteliul cerebral 

din apropierea unora dintre celulele transmigrante (Fig. 20.). Până în ziua a 12-

a după inoculare, s-au format mai multe micro- și macro-leziuni metastatice în 

parenchimul cerebral. Important de remarcat faptul că celulele 4T1 au rămas 

N-caderin-negative pe tot parcursul procesului metastatic. N-caderina a fost 

detectată doar în unele segmente vasculare în endoteliul celular al șoarecilor 

cu tumori cerebrale (Fig. 21.). Aceste rezultate sugerează că N-caderina nu este 

neapărat necesară celulelor tumorale mamare pentru a migra în vascularizația 

cerebrală și pentru a forma metastaze în sistemul nervos central. 
 

 
Fig. 21. Rolul N-caderinei în migrarea transendotelială a celulelor tumorale de sân in 

vivo. Celulele de cancer mamar de șoarece 4T1, care exprimă proteina fluorescentă roșie 
tdTomato, au fost injectate la șoareci care exprimă Venus-YFP în celulele endoteliale. 

Imaginile confocale arată leziunile metastatice deja formate în ziua 12. (a) nuclee. (b) celule 
endoteliale (Venus-YFP). (c) celule tdTomato-4T1. (d) marcarea N-caderinei. (e) imaginea 
combinată a (b) și (d). (f) imaginea combinată a (a) - (d). (g) imagine combinată a (c) și (d) 

 

În timpul migrării paracelulare, este cunoscut faptul că celulele de 

melanom perturbă stratul de celule endoteliale cerebrale [20]. Nu numai 

joncțiunile strânse, dar și jonctiunile aderente sunt, de asemenea, implicate în 

acest proces. Celulele de melanom pot să adere în grupuri la nivelul stratului de 
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celule endoteliale cerebrale și se atașează între ele și de celulele endoteliale 

prin intermediul N-caderinei. În studii recente, a fost demonstrat faptul că 

recrutarea N-caderinei la contactele heterocelulare joacă un rol important în 

interacțiunea celulelor de melanom cu celulele endoteliale non-cerebrale în 

timpul migrării transendoteliale [62]. Mai mult, după o durată mai mare de 

interacțiune, celulele tumorale sunt capabile să regleze expresia N-caderinei în 

celulele endoteliale în timpul tranziției endotelial-mezenchimale, intensificând 

migrarea transendotelială [63]. În această teză de doctorat, demonstrăm faptul 

că N-caderina este implicată mai ales în interacțiunea celulelor de melanom cu 

cele endoteliale cerebrale, dar poate fi facultativ implicată în migrarea 

transendotelială a celulelor tumorale mamare, atât in vitro cât și in vivo.  

 La câteva zile după injectarea celulelor de cancer mamar la șoareci, am 

observat supraexprimarea N-caderinei în celulele endoteliale microvasculare 

ale creierului. Cu toate acestea, celulele cancerului mamar 4T1 nu au reglat 

supraexprimarea N-caderinei înainte, sau în timpul sau după extravazare. 

  Aceasta indică o transmigrare independentă de N-caderină a celulelor 

canceroase de sân în modelele noastre in vitro și in vivo, ceea ce ar putea explica 

capacitatea mai mică de transmigrare a celulelor canceroase de sân în 

comparație cu celulele melanomului, așa cum am observat în studiile noastre 

anterioare [48]. 
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3.4. Evaluarea interacțiunii in vivo a celulelor tumorale mamare cu 

celulele endoteliale cerebrale 

 

În urma analizei electronomicroscopice a creierului de șoarece injectat 

cu celule de carcinom mamar, am evidențiat implicarea activă a celulelor 

endoteliale cerebrale în procesul de extravazare metastazică. Astfel, au fost 

observate proeminențe endoteliale care acoperă celulele canceroase 

extravazate (Fig. 22.). 
 

 
Fig. 22. Interacțiuni in vivo ale celulelor de cancer de sân cu endoteliul ccerebral. 

Celulele EmGFP-4T1 de cancer de sân de șoarece au fost injectate în circulația sanguină a 
șoarecilor. Secțiunile ultrafine au fost pregătite la 5 zile după inoculare din țesutul cerebral 

care conține celule tumorale fluorescente. Imaginile de microscopie electronică de 
transmisie arată celulele tumorale înconjurate de protruziile endoteliale. Vârfurile de 

săgeată indică protruziile membranei. Imaginile din coloana (B) sunt măriri mai mari ale 
imaginilor respective din coloana (A). (E - celulă endotelială) 

  
Rezultatele noastre in vivo sunt în concordanță cu cele obținute in vitro și 

ne indică faptul că celulele endoteliale cerebrale joacă un rol activ în migrarea 

transendotelială a celulelor tumorale prin extinderea unor procese 

asemănătoare filopodiilor și care ar putea ghida celulele invazive spre puncte 
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de rezistență redusă [64]. Prin acest mecanism, celulele endoteliale pot 

încorpora celule tumorale sau veziculele lor extracelulare. Sunt necesare studii 

ulterioare pentru a înțelege dacă reacția celulelor endoteliale față de celulele 

tumorale este de „prieten sau dușman”, respectiv dacă aceste proeminențe 

endoteliale facilitează migrarea transendotelială sau înglobează celulele 

tumorale cu scopul de a proteja creierul. 

În orice caz, mecanisme moleculare ale interacțiunii celulelor tumorale 

cu celulele endoteliale trebuie aprofundate în continuare. Activarea cofilinei 

indică implicarea rețelei actina-miozina. Cu toate acestea, modularea dinamicii 

actinei în celulele endoteliale cerebrale indusă de cofilină, a fost demostrată că 

promovează migrarea transendotelială a celulelor tumorale mamare și 

formarea metastazelor cerebrale in vivo [61]. 

În conformitate cu studiul lui Tominaga și colaboratorii [61], veziculele 

extracelulare derivate din tumori mamare care conțin miR-181c, promovează 

distrugerea joncțiunilor strânse ale barierei hematoencefalice prin blocarea 

reglării 3-phosphoinositid- dependent protein kinazei-1 (PDPK1) și a fosfo-

cofilinei (adică activarea cofilinei). 

Traseul transcelular de migrare a fost inițial recunoscut pentru leucocite 

[65], mai ales în microvascularizația creierului [66]. În ceea ce privește celulele 

tumorale, calea de migrare transcelulară a fost descrisă numai în diapedezele 

celulelor tumorale mamare printr-o rețea vasculară in vitro [67] sau prin 

celulele endoteliale ale cordonul ombilical uman (HUVEC) [68]. În timpul 

acestui proces se formează o matrice de invazie circumferențială transcelulară 

de actomiozină, reglată de catena ușoară a miozin-kinazei (MLCK) și de 

fosforilarea lanțului ușor al miozinei II reglatoare (RLC). Totuși, sunt necesare 

studii suplimentare pentru a înțelege care sunt căile de semnalizare implicate 

în reglarea citoscheletului celulelor endoteliale cerebrale în timpul migrării 

transcelulare a celulelor tumorale mamare. 
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CONCLUZII 

 

În această teză de doctorat ne-am propus evaluarea in vitro a interacțiunii 

celulelor de melanom și a celor de carcinom mamar cu celulele endoteliale 

cerebrale prin microscopie electronică de transmisie și analiza comparativă a 

căilor specifice de transmigrare; evaluarea intracțiunii in vivo a celulelor 

tumorale mamare cu celulele endoteliale cerebrale; evaluarea rolului 

sistemului canabinoid în adeziunea și transmigrarea celulelor metastatice de 

melanom prin bariera hematoencefalică; evaluarea rolului N-caderinei în 

migrarea transendotelială a celulelor tumorale. 

 În urma realizării studiilor in vitro și in vivo, am sumarizat concluziile 

generale ale acestei teze, după cum urmează: 

- acesta teză cuprinde primele rezultate experimentale care prezintă 

dovezi directe ale migrării transcelulare a celulelor tumorale prin bariera 

hematoencefalică prin microscopie electronică de transmisie; 

- am pus în evidență faptul că afectarea joncțiunilor strânse dintre 

celulele endoteliale cerebrale a fost mai pronunțată în prezența melanomului 

decât a celulelor tumorale mamare; 

- celulele melanomului utilizează calea de transmigrare paracelulară și 

propunem introducerea termenului de „intercalare” în loc de „încorporare” 

utilizat în literatură până în prezent; 

- activarea receptorilor CB2 reduce aderarea și transmigrarea celulelor 

de melanom prin endoteliul cerebral. Acest lucru identifică CB2 ca o țintă 

potențială în reducerea numărului de metastaze cerebrale provenite din 

melanom. 

- reorganizarea citoscheletului de actină poate juca un rol important în 

modificările observate în celulele endoteliale, inclusiv formarea protuberanței 

membranare de tip filopodie, încorporarea celulelor tumorale și 

dezasamblarea joncțională; 

- am pus în evidență pentru prima dată că celulele tumorale mamare sunt 

capabile în timpul migrării lor dinspre polul apical pe partea bazolaterală a 

celulelor endoteliale cerebrale să utilizeze calea de migrare transcelulară prin 

intermediul celulelor endoteliale individuale; 

- celulele tumorale mamare realizează o transmigrare independentă de 

N-caderină, ceea ce ar putea explica capacitatea mai mică de transmigrare a 

celulelor canceroase de sân în comparație cu celulele melanomului. 

În concluzie, rezultatele noastre indică faptul că endoteliul microvascular 
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este direct implicat în extravazarea celulelor tumorale în creier, pe baza 

remodelării citoscheletului și a reorganizării membranare. 

De asemenea, în acestă teză prezentăm faptul că celulele melanomului 

utilizează în principal calea de trasmigrare endotelială paracelulară, în timp ce 

celulele canceroase de sân sunt capabile să migreze transcelular prin stratul de 

celule endoteliale vasculare cerebrale. În timpul extravazării în creier, celulele 

canceroase de sân triplu negative pot migra prin pereții vaselor în manieră N-

caderin-independentă. 
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