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Tumorile mamare la canini reprezinta o problema majora de sanatate fiind
tumorile cel mai des diagnosticate la femele, 50-80% din acestea fiind maligne.
Cercetarea In domeniul oncologiei veterinare este in crestere, concentrandu-se pe
dezvoltarea de noi tehnici de diagnosticare precoce si descoperirea de noi biomarkeri
care pot fi utilizati pentru a detecta tumorile sau pentru a evalua prognosticul si eficienta
tratamentului.

Cercetarile cuprinse In acest studiu s-au relaizat in cadrul Laboratorului de
Anatomie Patologica al Facultatii de Medicind Veterinard, Universitatea de Stiinte
Agronomice si Medicina Veterinarad din Bucuresti, si au cuprins investigtii antemortem
efectuate pe femele canine, cat si studii realizate pe linii celulare tumorale. Tot in cadrul
Facultdtii de Medicina Veterinara s-a realizat si examenul PCR. Examenul
imunofluorescent s-a realizat in cadrul Institutul National de Cercetare-Dezvoltare
Medico-Militara ,Cantacuzino”. Testele pe linii celulare s-au realizat in cadrul
Institutului National de Cercetare Dezvoltare ,Victor Babes” Bucuresti. Proiectarea si
fabricarea dispozitivului microfluidic s-a realizat in cadrul Insitutului National de
Cercetare si Dezvoltare pentru Microtehnologie - IMT Bucuresti.

Structura tezei. Teza de doctorat ,Studii privind detectia celulelor tumorale
circulante din sdnge in carcinomul mamar la cdine (canis lupus familiaris)” este
structurata conform prevederilor legale In doud parti principale. Partea I: Studiu
bibliografic cuprinde 34 de pagini, reprezentand 27,6% din lucrare. Aceasta parte este
structurata in patru capitole si prezinta anatomia, histologia si fiziologia glandei
mamare la catea, procesul tumoral si metastazarea tumorilor glandei mamare si detectia
si implicatiile clinice ale celulelor tumorale circulante. Partea a II-a: Cercetdri proprii
este structurata In cinci capitole si cuprinde scopul si obiectivele cercetarilor, materialul
de studii si metodele utilizate pentru diagnostic, pentru dezvoltarea sistemului
microfluidic si pentru testarea acestuia, evaluarea prezentei moleculelor EpCAM si
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CRYAB in carcinomul mamar, descrierea fluxului tehnologic pentru crearea
dispozitivului microfluidic, experimente de testare a dispozitivului pe linii celulare
tumorale si experimente de testare a dispozitivului pe probe de la pacienti. Acesta parte
cuprinde 89 de pagini, reprezentand 72,4% din lucrare.

Partea I: Studiu bibliografic

Capitolul 1 - Anatomia, histologia si fiziologia glandei mamare la cdtea ofera
informatii despre aspectul, morfologia si fiziologia normala a glandei mamare la catea.
Aceste informatii sunt imperios necesare pentru a putea observa si distinge modificarile
patologice care apar odata cu dezvoltarea unei tumori la acest nivel.

Capitolul II - Procesul tumoral mamar contine atat generalitati despre procesul
tumoral cat si descrie mecanismele de carcinogeneza. Capitolul prezinta clasificarea
tipurilor de tumori mamare si descrierea histologica a tumorilor mamare maligne de
origine epiteliala. Totodata, sunt prezentate informatii despre frecventa, stadializarea si
prognosticul tumorilor mamare la caine.

Capitolul Ill - Metastazarea tumorilor glandei mamare la femele prezinta atat
generalititi legate de procesul de metastazare, cat si patogeneza metastazarii. Intrucat
teza de fata propune detectia celulelor tumorale circulante, acest capitol este deosebit
de important pentru intelegerea modului in care celulele tumorale ajung in fluxul
sanguin.

Capitolul IV - Celulele tumorale circulante, detectie si implicatii clinice ofera
informatii despre caracteristicile generale ale celulelor tumorale circulante si date
despre stadiul actual al utilizarii celulelor tumorale circulante in medicina veterinara.
Capitolul prezinta markeri utilizati pentru detectia celulelor tumorale circulante la ciine
si dispozitive si metode de detectie a CTC-urilor in medicina umana si veterinara. Ultima
sectiune a capitolului prezinta implicatiile clinice In medicina umana si veterinara.

Partea a II-a: Cercetdri proprii

Capitolul V - Materiale si metode generale utilizate pentru detectia celulelor
tumorale circulante cuprinde informatii despre animalele luate in studiu, metodele de
stabilire a diagnosticului, tehnici de biologie moleculara pentru depistarea unor
molecule de pe suprafata celulelor cu rol de marker tumoral, linii celulare tumorale
utilizate pentru testarea functionalitatii dispozitivului si procesul tehnologic utilizat
pentru fabricarea dispozitivului microfluidic.

Cercetarile desfasurate in cadrul acestui studiu au avut loc in perioada 2016-
2023, peunnumar de 12 caini de la care s-au recoltat 9 probe de tesut tumoral si 3 probe
de sange. Activitdtile de cercetare au cuprins activitati specifice de diagnostic si
caracterizare a markerilor tumorali, activitati de microfabricatie a unui sistem
microfluidic cu un senzor electrochimic integrat si activitati de detectie a celulelor
tumorale circulante din probe de sdnge de la caini cu carcinom mamar.

Pentru a demonstra functionalitatea senzorilor electrochimic dezvoltati in acest
studiu s-au utilizat trei linii celulare tumorale: adenocarcinom de colon uman linia
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celulara SW-403 (nr. de catalog 87071008), HT-29 (nr. de catalog 91072201) si celule
de cancer de san MCF-7 (HTB-22-ATCC). De asemenea dispozitivul a fost testat folosind
3 probe de sange de la pacienti cu carcinom mamar.

Metodele utilizate pentru diagnostic si biologie moleculara au constat in
examenul citopatologic, examenul histopatologic, examenul imunofluorescen si
examenul Reactiei de Polimerizare in Lant.

Metodele utilizate pentru dezvoltarea sistemului microfluidic si pentru detectia
celulelor tumorale circulante au fost: microfabricarea, microscopia electronica de
baleiaj (SEM), spectroscopia Raman, masuratori electrochimice, cresterea grafenei
veticale, sinteza nanoparticulelor de aur, imobilizarea anticorpilor anti-EpCam si
obtinerea PDMS si incapsularea senzorului electrochimic.

Capitolul VI - Detectia moleculelor EpCAM si CRYAB in carcinomul mamar canin s-
a studiat prezenta markerului EpCAM si 7 markeri ARNm tumorali si anume CLDN7,
CRYAB, ELF3, SLC1A1, ATP8B1, EGFR si F3 exprimati In tumori mamare canine cu
diferite histotipuri. Au fost analizate probe de tesut proaspat folosind doua tehnici
diferite pentru identificarea moleculelor de interes. Pentru a detecta EpCAM in probe de
tesut proaspat, am folosit metode de imunofluorescenta dupa congelarea tesutului si
tdierea lui cu un criotom. Pentru a detecta ARNm am folosit tehnica de detectie real-time
PCR.

Molecula EpCAM a fost detectatd in 5 probe de tesut tumoral proaspat din aceeasi
masa tumorala care a fost folositd pentru stabilirea diagnosticului prin examenul
histopatologic. S-au utilizat fragmente tumorale de 2 x 2 cm? care au fost incorporate
in Tissue-Tek® O.C.T. Compus si congelat la -80°C. Examinarea imunofluorescentei a
fost efectuata prin etalarea criosectiunilor de 5 um ale tesutului tumoral pe lame de
sticla folosind criotomul. S-a folosit o0 metoda indirectd de imunofluorescenta utilizand
ca anticorp primar anticorpi anti-EpCAM policlonal de iepure si ca anticorpi secundari
fluorescenti anticorpi anti-iepure de capra.

Din cei sapte markeri pe care i-am propus pentru detectia cu ajutorul qPCR doar
CRYAB a fost detectat In cele 9 probe analizate. Ciclul mediu de cuantificare (Cq) pentru
probele in care a fost detectat markerul CRYAB a fost 11,93. Comparand acest numar cu
media Cq a actinei B care a fost 20,92, putem extrapola ca a existat o crestere a activitatii
markerului ARNm CRYAB in probele tumorale. ARN-ul a fost extras din probe proaspete
de tesut tumoral de 15 mg prin protocolul de ,purificare a ARN total din tesutul animal”
folosind kitul RNeasy Mini. Aceastd metoda este utilizata pentru a imbogati ARNm,
deoarece numai moleculele de ARN mai lungi de 200 de nucleotide sunt prinse in
membrana de silicon a Kkit-ului, restul moleculelor de ARN precum 5.8SrRNA, 5S ARNr si
ARNt-urile fiind mai mici sunt excluse selectiv. Volumul final al probei a fost de 50 pl.
Detectia markerilor ARNm a fost realizata folosind metoda real time-PCR (qPCR).

A fost detectata prezenta EpCAM in cinci tesuturi tumorale diferite de la caini cu

diferite tipuri de carcinoame mamare folosind tehnici de imunofluorescenta. De
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asemenea, a fost detectatd prezenta CRYAB 1n noua probe de tesut diferite de la ciini cu
diferite tipuri de carcinoame mamare folosind examenul PCR in timp real. Tipuri mai
agresive de carcinoame mamare au exprimat valori mai mari ale EpCAM si CRYAB.
CRYAB poate fi folosit ca marker pentru diagnosticul carcinoamelor mamare si pentru
evaluarea agresivitatii tumorii.

Capitolul VII - Fabricarea senzorului electrochimic descrie procesele tehnologice
prin care s-au obtinut doua tipuri de senzori electrochimici destinati pentru detectia
celulelor tumorale circulante. Acesti doi senzori au fost incapsulati individual intr-un
polimer numit polidimetilsiloxan (PDMS) pentru a obtine dispozitive microlfuidice
capabile sa analizeze probe de sange in flux continu pentru a evita pierderea probei sau
contaminarea ei.

Dispozitivele au la baza o placheta de siliciu de 4 inch pe care, prin trasferul optic
al geometriei de pe masti pe placheta de siliciu acoperita cu un substrat de fotorezist, au
fost realizate o serie de 23 de senzori electrochimici cu electrozi din aur. Acestia, prin
addugarea unor procese tehnologice suplimentare, au fost imbunatatiti prin acoperirea
electrozilor de lucru interdigitati cu un strat de grafena verticala. Grafena verticala este
un material nanocarbonic 3D de ultimda generatie menit sd 1mbunatdteasca
performantele senzorului. Mai mult, grafena verticala a fost decorata cu nanoparticule
de aur (AulNP) care au rolul de a mari suprafata grafenei, deci curentul si respectiv
sensibilitatea senzorului, si rolul de a creste specificitatea detectiei prin atasarea mai
multor molecule de anticorpi pe aceasi suprafatd de detectie.

Acest tip de senzor este un senzor de tip ,In House” cu design si geometrie unice
proiectat si dezvoltat in cadrul Insitutului National de Cercetare si Dezvoltare pentru
Microtehnologie - IMT Bucuresti. Senzorul are o dimenisune de 25x10mm? si prezinta
un electrod auxiliar, un electrod de referinta si un electrod de lucru interdigitat cu 64 de
perechi de interdigiti cu o latime de 20 pm si un interspatiu de 10 pm.

In cadrul acestui capitol a fost demonstrati si dezvoltarea unei noi metode de
incapsulare a senzorilor eletrochimici utilizand printarea 3D. Incapsularea senzorului in
PDMS, transforma un simplu sensor intru-un dispozitiv microfluidc complex care
permite analiza in totalitate a unor probe de sange intr-un mod controlat minimizand
pierderile si contaminarile probelor.

Capitolul VI - Biosenzor pe bazd de grafend verticald pentru evaluarea semndturii
dielectrice a celulelor tumorale descrie prima etapa de testare a senzorilor
electrochimici. Din cauza faptului ca heterogenitatea celulelor tumorale circulante este
mare si numdrul acestora intr-o proba de sange este necunoscut, pentru ca etapa de
testare sa fie relevanta din punct de vedere stiintific au fost utilizate probe cu
concentratii cunoscute de celule tumorale din linii celulare tumorale standardizate si
caracterizate din punct de vedere morfologic.

Proprietatile dielectrice ale celulelor tumorale au fost evaluate cu ajutorul unui
biosenzor bazat pe EIS. Senzorul a fost testat folosind trei linii celulare tumorale diferite:
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celule tumorale de cancer de sin uman (MCF-7), linia celulara de adenocarcinom
colorectal SW-403 si linia celulara de adenocarcinom colorectal HT-29. Noutatea
abordarii consta in utilizarea unui biosenzor electrochimic cu grafena verticalda. Am
demonstrat c3, prin utilizarea senzorului dezvoltat, am putut face diferenta intre trei
tipuri diferite de linii celulare tumorale pe baza semnaturii dielectrice specifice fiecarei
linii celulare.

Biosenzorul a fost capabil sa detecteze 100 de celule mL-l. Dupa analizarea
datelor obtinute, s-a ajuns la concluzia ca celulele liniei celulare tumorale HT-29 au o
suprafatd membranara mult mai mare si o reactanta capacitiva mai mica in comparatie
cu celulele liniei celulare tumorale SW-403. Deoarece celulele HT-29 au o capacitate
membranara mai mare, acestea stocheaza un numar mai mare de sarcini electrice, ceea
ce duce la o conductivitate mai mare si la o rezistenta mai mica la transferul de sarcina.
Microvilii membranari poseda o concentratie foarte mare de resturi lipidice, in special
colesterol-glicosfingolipide. Astfel, putem deduce ca celulele HT-29 au mai multe punti
lipidice decat celulele SW-403. Celulele tumorale SW-403 au tendinta de a adera si de a
forma grupuri mari de celule. Acest fapt este validat prin masuratori EIS folosind
senzorul dezvoltat. MCF-7 sunt celule mari si aderente, cu o dimensiune de 20-25 pm.
Rezultatele aratda ca acestea au o rezistentd mai mica la transferul de sarcinad si o
conductivitate si o permitivitate mai mari decat celelalte doua linii de celule tumorale
studiate.

Capitolul IX - Detectia celulelor tumorale circulante in carcinomul mamar canin
prezinta a doua etapa de testare a dispozitivului microfluidc atit cu probe cu
concentratii cunoscute de celule tumorale provenite din linii celulare folosite ca model
pentru detectia celulelor tumorale circulante cat si cu probe de sange provenite de la
pacienti cu carcinom mamar in care s-a incercat detectia si capturarea posibilelor celule
tumorale circulante existente in fluxul sanguin.

Testele au fost efectuate folosind unul dintre senzorii dezvoltati in capitolul VII,
un senzor EIS Incapsulat In PDMS. Acesta consta Intr-un biosenzor cu electrozi de aur
interdigitati functionalizati cu anticorpi anti-EpCAM capabil sa captureze si sa analizeze
proprietatile dielectrice ale CTC-urilor capturate. De asemenea, a fost evaluat si un nou
marker metastatic cu ajutorul anticorpilor anti-CD36. Dispozitivul a fost testat folosind
linia celulara tumorala de cancer de san MCF-7 ca model de celule tumorale circulante.
Dispozitivul a fost testat, de asemenea, folosind trei probe de sange de la caini cu
carcinom mamar. Sangele Intreg a fost lizat pentru a elimina globulele rosii, iar probele
rezultate au fost trecute prin dispozitivul microfluidic. Legarea CTC-urilor a fost
evaluata pe baza modificarii impedantei.

Am demonstrat sensibilitatea dispozitivului microfluidic prin detectarea a numai
3 celule MCF-7 pe suprafata electrodului. De asemenea, prin utilizarea dispozitivului am
detectat CTC-uri in probe de sange de la pacienti cu carcinom mamar. CTC-urile sunt
cuantificate pe baza cresterii impedantei, care este direct proportionald cu numarul de
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celule capturate. Diagrama Bode arata caracteristicile dielectrice ale CTC-urilor
capturate.



