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Investigarea caracteristicilor biofizice ale celulelor in cultura

Cercetarea prezenta si-a propus dezvoltarea unor metode optice non invazive de
masurare a unor parametrii biofizici celulari care sa permita o apreciere a statusului
fiziologic sau patologic al celulei vii, fara apelarea la substante exogene de colorare si
marcare. In acest scop s-a realizat o ampla activitate de studiu experimental in vitro prin
care obiectivele s-au concentrat pe caracterizarea celulelor in cultura folosind mai multe
metode microscopice particularizate urmatoarelor situatii: electroporarea celulard si
malignitate celulara.

Lucrarea prezinta date din doua studii experimentale:

Studiul 1: Monitorizarea celulelor electroporate prin metode complementare

microscopice

Metoda DHM este folosita in premiera pentru monitorizarea celulelor pe parcursul

electroporarii. Procesarea datelor in mod original (evolutia netd a parametrilor globali)
aduce informatii valoroase despre dinamica transmembranard a apei pe parcursul
electropordrii celulare si confirma cunostintele actuale legate de orizontul de timp in care

se desfasoara fenomenul de resigilare membranara in urma electroporarii.

Studiul 2: Evidentierea unor caracteristici optice ale celulelor maligne relevante

pentru potentialul metastatic al celulelor

Acest studiu propune un set de parametri optici si digitali (biomarker-i bazati pe
indicele de refractie, densitatea masei uscate celulare si multimodalitatea distributiei
fazelor optice) pentru evaluarea potentialului metastatic al celulelor, care are avantajul de a
fi obtinut usor (in urma unei singure inregistrari imagistice) si fard substante adaugate care
ar putea influenta rezultatul. Aceasta metodd de analizd a ,,amprentei optice” a celulelor
metastatice poate fi extinsd de la analiza unei singure celule la analiza unei populatii
celulare sau a unui tesut. Existdnd posibilitatea de miniaturizare si automatizare,
inregistrarea semnalului optic de faza cu dispozitive portabile, urmatd de procesarea
automata a datelor ar putea avea potential clinic, contribuind la optimizari in domeniul

terapiilor anti cancer.



Rezultatele acestor studii sunt publicate n:

Changes in optical properties of electroporated cells as revealed by digital
holographic microscopy, Calin, V. L., Mihailescu, M., Mihale, N., Baluta, A. V., Kovacs,
E., Savopol, T. & Moisescu, M. G., 2017, Biomedical Optics Express, 8, 2222-2234 [1],
Factor de impact 2016 3.337

Evaluation of the metastatic potential of malignant cells by image processing of

digital holographic microscopy data, Calin, V. L., Mihailescu, M., Scarlat, E. I., Baluta,
A. V., Calin, D., Kovécs, E., Savopol, T. & Moisescu, M. G., 2017, FEBS Open Bio,
DOI:10.1002/2211-5463.12282 [2],

Factor de impact 2016 2.143

Motivatia Si obiectivele activitatii experimentale

Celulele raspund la stimulii din mediul inconjurator prin modificarea continua a
caracteristicilor biofizice. Masurarea in timp real a unor parametrii biofizici relevanti
reprezintd un important instrument In medicind si biologie, atdt in cadrul studiilor
fundamentale, cét si in sfera aplicatiilor clinice, in vederea evaluarii starii fiziologice si
patologice a organismelor vii, a monitorizarii progresului afectiunilor si a raspunsului la
tratament.

Lucrarea prezenta se situeaza in contextul in care metodele microscopice clasice (in
lumina vizibila si in fluorescentd) utilizate frecvent in biomedicina in scopul vizualizarii cu
o cat mai buna rezolutie a celulelor si tesuturilor intdmpind provocarea legata de acuratete
(in sens de rezolutie si diferentiere de structuri inconjuratoare). Probele biologice sunt
semitransparente, avand proprietdti optice extrem de asemanitoare cu obiectele/mediul
inconjurdtor. Dacd sunt marcate fluorescent nu isi mai pastreaza viabilitatea si in general,
ulterior vizualizdrii, nu mai pot fi folosite pentru teste suplimentare. Daca nu se doreste
utilizarea unor molecule fluorofori care modifica structural si functional componentele
biologice de care sunt legati, atunci se apeleaza la proteine reporter (cu emisie
fluorescentd), dar acest lucru implica inserarea genelor codante ale acestor proteine
fluorescente Tn materialul genetic al celulelor de studiat. Diferite metode microscopice si-
au Tmbunatatit parametrii tehnici in timp: microscopia confocald de scanning obtine
imagini tridimensionale ale probei biologice de o foarte bund acuratete, dar necesita timp
pentru achizitia imaginilor neputdnd fi folosita la urmarirea unor procese cu dinamica
rapida. Noi tehnici precum cele de tip super-resolved fluorescence microscopy au

modificat concepte precum cel al fizicii optice despre limitarea rezolutiei microscopiei
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optice la jumatate dintr-o lungime de unda, (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/
chemistry/laureates/2014/advanced-chemistryprize2014.pdf).

Dar aceste tehnici sunt costisitoare si sunt exploatate deocamdata doar de laboratoare
de cercetare mari cu finantare apreciabilda. Microscopia electronica ajunge la rezolutii
dincolo de 0.1 nm, dar proba biologicd nu mai existd in urma procedurilor obligatorii de
metalizare.

in sfera oncologiei cercetarile actuale se orienteaza catre metode noi de tratament,
care sa elimine eficient celulele canceroase, dar sa aiba efecte adverse minime asupra
organismului. Metode de tratament aflate in perioada de studii clinice, cum ar fi
electrochimioterapia (ECT), pot distruge tumorile canceroase cutanate, subcutanate sau
profunde utilizdnd o doza de chimioterapeutic de pana la 100 de ori mai mica prin
asocierea unor pulsuri electrice de amplitudine mare care permeabilizeaza reversibil
membranele celulelor canceroase. Cu peste 5000 de pacienti tratati in Europa si 120 de
centre spitalicesti care utilizeaza aparatul Cliniporator necesar aplicdrii pulsurilor electrice
de ECT, aceasta metoda de tratament demonstreazi un mare potential.
Electrochimioterapia si alte aplicatii medicale si industriale ale electroporarii celulare pot fi
optimizate si extinse ca aplicatii daca se gasesc solutii de monitorizare non invaziva §i cu
mare rezolutie a celulelor si tesuturilor supuse acestei proceduri, in vederea clarificarii
mecanismelor moleculare implicate in permeabilizarea membranara si in procesul de
resigilare.

Cu peste 13 milioane de cazuri noi anual, cancerul se situeaza printre primele cauze
de deces la nivel mondial . Peste 90% din decesele din randul pacientilor cancerosi se
datoreaza metastazelor, nu tumorilor primare . De aceea identificarea de noi biomarkeri
care sa identifice potentialul metastatic al celulelor tumorale ar putea contribui la adoptarea
unel conduite terapeutice optime, avand ca rezultat imbundtatirea pronosticului si a calitatii
vietii pacientilor cancerosi.

Microscopia Holografica Digitala (DHM), ca membru din familia microscopiei
cantitative de faza, se bazeaza pe Inregistrarea semnalului de faza celular si pe
reconstructia imaginii in mod digital. Caracteristicile geometrice si indicelele de refractie
ale celulelor vii pot fi determinate printr-o singura expunere, in conditii de mentinere a
viabilitatii probei biologice [3]. Indicele de refractie este strans legat de parametrii biofizici
cu semnificatie biologica cum ar fi: concentratia de proteine, masa uscata, permeabilitatea
membranei celulare si schimburile de substante cu mediul extracelular [4]. Fiind o tehnica

non invaziva si cu inalta rezolutie am considerat DHM ca o tehnica potrivita pentru analiza
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de morfologie si dinamica celulara pentru doud studii care s-au adresat electroporarii
celulare si malignititii celulare. In cazul electroporirii celulare, prin aplicarea pulsurilor
electrice care modifica tranzient gradul de permeabilitate membranara se modifica statusul
celular atdt geometric cat si functional deoarece membrana celulard este traversata de
molecule care in mod normal nu ar face acest lucru. Tn situatia evidentierii potentialului
malign al unor categorii celulare, nu mai exista o variatie de parametri fizici sau biologici,
dar DHM poate fi folosita pentru a evidentia acei parametri optici celulari care ar putea fi
folositi pentru predictionarea unei evolutii spre un status ridicat metastatic al celulei
canceroase.

Lucrarea de fata si-a propus sa utilizeze DHM in configuratie off-axis in transmisie,
potrivitd pentru specimene transparente in mediu lichid, in vederea obtinerii unor
caracteristici optice si morfologice ale celulelor in cultura combinatd cu alte tehnici
microscopice (in camp luminos si Tn fluorescentd) sau biofizice (teste de clonare, evaluarea
diviziunii celulare prin masuratori impedantmetrice) pentru realizarea urmatoarelor doua
studii:

1. Monitorizarea celulelor electroporate prin metode complementare microscopice

2. Evidentierea unor caracteristici optice ale celulelor maligne relevante pentru

potentialul metastatic al celulelor

Temele alese fac parte din categoria studiilor fundamentale in domeniul
diagnosticului si tratamentul oncologic, incadrandu-se Tn domeniile de interes la nivel
national si european. La data redactarii acestei lucrdri, conform portalului CORDIS

(www.cordis.europa.eu), folosind cuvantul de cdutare “metastasis”, un numar de 294 de

proiecte dedicate acestei teme apar ca fiind in derulare sub finantare europeand. De
asemenea, utilizand cuvantul de cautare “electroporation”, 58 de proiecte apar ca fiind in
derulare cu finantare europeana pe tema aplicatii clinice ale electroporarii (electrotransfer
genetic, vaccinare ADN, electrochimioterapie, terapie regenerativa etc).

Experimentale au fost realizate in cadrul laboratorului de cercetare al Disciplinei
Masterat de Biofizica si Biotehnologie Celulara, ca parte a Departamentului Preclinic I din
cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie “Carol Davila”. Experimentele de DHM au
fost efectuate in Laboratorul de Holografie Digitala din cadrul Catedrei de Fizica,
Facultatea de Stiinte Aplicate, Universitatea Politehnica Bucuresti,

Experimentele s-au desfasurat pe celule in culturd, acestea reprezentind modele
simplificate de cercetare. Se considera ca acest tip de experimente are limitari care provin

din faptul ca celulelor in culturd le lipseste structura 3D si interactivitatea cu alte tipuri
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celulare specifica unui tesut; cu toate acestea studiile in vivo au o contributie capitala la
realizarea studiilor aplicative, fiind o etapa obligatorie in deontologia stiintifica pentru a
observa, in conditii simplificate, fenomenul sau interactiunea dorita.

Cercetarea prezenta este un exemplu de studiu interdisciplinar: este aplicatda in
domeniul biologiei (studiu fundamental in vitro), a folosit tehnici din domeniul fizicii
optice (microscopie holograficd) si biofizicii (microscopie in camp luminos si de
fluorescentda, impedantmetrie), a exploatat si dezvoltat metode software (MATLAB,
CellProfiler) pentru prelucrarea imaginilor probelor biologice si are perspective aplicative
medicale (imbunatatirea protocoalelor de tratament electrochimioterapic al tumorilor,

recunoastere precoce a unui caracter proliferativ metastatic al celulelor canceroase).

Prezentarea partii bibliografice

(Capitolul 1) prezinta principiile de baza si principalele aplicatii biomedicale ale

Microscopiei Holografice Digitale, o tehnicd moderna in imagistica optica, al carei

potential de aplicare Tn bio-medicina este departe de a fi epuizat

Microscopia Holografica Digitala (DHM), vine in Intdmpinarea nevoilor unui
laborator bio, oferind atéat posibilitatea vizualizarii in timp real a caracteristicilor optice si
morfologice ale celulelor vii, cat si a monitorizarii proceselor celulare, fara adaugarea de
coloranti si aditivi. DHM exploateaza faptul fizic cd proba biologicd introduce o diferenta
de faza (PS) intre fasciculele de lumind care o strabat si cele care nu o strabat, si in
imaginea de interferenta obtinuta din aceste fascicule (holograma) concentreaza informatii
despre geometria si calitatile optice ale probei studiate. Imaginea este practic instantaneu
obtinuta, proba este vie, rezolutia este nanometrica pe axa z si micrometrica pe axele x si y;
DHM ofera deci posibilitati tehnice de studiu superioare metodelor clasice microscopice.

Microscopia holografica digitala off-axis (figura 1.1), permite reconstituirea fazei si
amplitudinii frontului de unda care strabate obiectul dintr-0 singura inregistrare, in urma
unor prin procesari mai simple, tipul de inregistrare fiind Tn transmisie, fiind adecvata
vizualizarii celulelor atasate, in mediu lichid. Montajul este bazat pe interferometrul Mach-
Zender, contine 0 sursa de lumina coerenta si un program informatic dedicat reconstructiei
digitale a imaginii. Se utilizeaza un laser de mica putere, care nu afecteaza viabilitatea
celulelor vii. Se pot utiliza mai multe surse laser (configuratic multiwavelenght). Sunt
utilizate numeroase componente optice (beam splitter, oglinzi, aperturi, atenuatoare) pentru

a controla intensitatea sau pentru a modula semnalul.
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Microscopia holografica digitala presupune douid etape: etapa de Tinregistrare,
experimentala, Tn care se inregistreaza holograma si etapa de reconstructie, realizata
digital, Tn care se extrag caracteristicile obiectului prin metode numerice [5].

n etapa de inregistrare, fascicolul laser este divizat cu ajutorul unui beam splitter
(BS), obtinand-se doua fascicole (figural).

Acquisition Reconstruction
R BS CCD
~—

Wavefront in
Hologram
plane

Numerical
propagation

A

Wavefront in
Image
plane

Figura 1. Montaj experimental DHM off axis in transmisie (a) si procesul de reconstructie (b), preluat din T. Colomb et
al. Biomedical Optics & Medical Imaging, 3 October 2007, SPIE Newsroom. “Enhancing the performance of digital
holographic microscopy”, [6].

Unul dintre fascicole (fascicolul obiect) va strabate proba semitransparenta, apoi va
interfera cu celalalt fascicol (numit de referinta). Pe bratul obiect este introdus un obiectiv
de microscop, pentru obtinerea detaliilor microscopice ale probei. Tnregistrarea hologramei
se realizeaza digital, pe senzor CCD sau CMOS.

Tn etapa de reconstructie, una dintre metode utilizate pentru acest tip de configuratie
este simularea propagarii fascicolului laser de referinta prin holograma. Acest lucru se
realizeaza prin teoria scalara a difractiei in aproximatia Fresnel Tn camp apropiat [7]. In
aceasta etapa se realizeaza corectii ale imaginii [8, 9]. Ca rezultat al reconstructiei digitale
se va obtine 0 matrice de numere complexe, continand separat amplitudinea in fiecare
punct (x,y) si faza PS in fiecare pixel de coordonate x,y din planul transversal ales [7].
Aceasta va permite reconstruirea unei imagini cantitative de faza (QPI) a obiectului (figura

2), in care fiecarui pixel Ti va corespunde o valoare de faza Ao, conform ecuatiei 1.



Figura 2. Imagine cantitativa de faza QPI reconstituita pentru celule epiteliale de melanom murin B16F10. Valorile de

faza sunt codate Tn culori.

Pornind de la aceasta imagine se vor calcula parametrii celulari.
2r
AP(X,y) = T[nc(x, y) = n(x,y) |he (Ec. 1)

In ecuatia 1 hc este indltimea celulei, nm este indicele de refractie al mediului
extracelular iar nc este indicele de refactie celular mediat pe drumul optic al razei laser ce

strabate celula, definit conform ecuatiei 2:
— 1 h
no(xy) = [ ne(x,y, 2z (Ec. 2)
he 4

Prin prelucrarea imaginilor cantitative de faza se pot obtine mai multe categorii de
parametrii: (i) indicele de refractie si inaltimea. (i) parametrii de amplitudine: aria
proiectata, lungimea si latimea (i) parametrii de faza: parametrii legati de continut (masa
uscata, densitate de masa uscata, volum de faza), parametrii legati de forma
(excentricitate, sfericitate, raport masa uscata/arie proiectata), parametrii legati de
dinamica membranei, parametrii statistici legati de distributia valorilor de faza fata de
medie: variansa, kurtosis, skewness.

In ceea ce priveste aplicatiile biomedicale, DHM este o tehnica versatila, care poate
fi utilizata atat pentru studii de morfologie celulara, cat si pentru monitorizarea proceselor
si a raspunsului celular la stimuli variati. Indicele de refractie fiind influentat de
concentratia de proteine, furnizeazd informatii importante despre prezenta nucleului,
organitelor, acizilor nucleici, substantelor sau a altor formatiuni din citoplasma.
Caracteristicile morfologice ale celulelor reflecta starea celulelor sau raspunsul acestora la
stimuli.

Prin DHM si prin alte tehnici inrudite de imagerie cantitativa de faza au fost realizate

determinari non-invazive ale indicelui de refractie pentru tipuri variate de celule: eritrocite,



neuroni (1,3774) [10], celule hepatice (1,195), fibroblaste (1.358), tesut muscular (1,360)
[11], linii pancreatice umane (1,38) [12]. In hematologie, utilizand aceasta metoda au putut
fi determinati pentru eritrocite urmatorii parametrii: indicele de refractie (1.418 = 0.012)
volumul (90 fl), MCH (29,9 + 4 pg/celuld) si MCHC (362 + 40 g/l). [13] Pe baza
compararii formei eritrocitelor, prin DHM pot fi depistate cele infectate cu Plasmodium
Falciparum, metoda aceasta fiind mult mai rapida si implicand costuri mult mai mici decét
metoda traditionala [14].

Distributia spatiala a indicelui de refractie la nivelul organitelor celulare a fost
determinata prin micro tomografie DHM pentru celule atasate de cancer oral uman CA9-22
(1,376 £ 0,0089 pentru nucleoli, 1,364 £+ 0,0070 pentru zona de nucleu n afara nucleolilor
si 1,364 + 0,0054 pentru citoplasma [15]).

Rata de crestere globala celulara poate fi monitorizata si relatia dintre diviziunea
celulara si caracteristicile morfologice ale celulei poate fi investigata in mod ne-invaziv cu
ajutorul parametrului masa uscata (DM) [16]. Continutul de masa uscatd masurat pentru
celule aderente Hela in timpul diviziunii a variat de la aproximativ 241 pg la inceputul
fazei G1 pana la aproximativ 546 la finalul fazei G2 [17].

DHM este o tehnica potrivita pentru Tnregistrarea de dinamica celulara abilitatii de
nregistra in timp real si 1n mod ne-invaziv caracteristicile morfologice si de continut si
contractii ale cardiomiocitelor [18], sedimentarea eritrocitelor [19], celule manipulate cu
penseta optica [20], bacterii E Coli aflate in miscare [21], migrarea celulelor de
fibrosarcom HT-1080 Tn modele tisulare de colagen [22]. Prin asocierea DHM multi-
wavelenght a fost masurat cu exactitate fluxul de apa transmembranar [23], au fost
realizate masuratori de electrofiziologie combinate cu DHM (patch clamp optic), fiind
deschisa calea pentru noi aplicatii in domeniul monitorizarii optice non-invazive a
activitatii neuronale si identificarii unor biomarkeri optici pentru afectiunile
neuropsihiatrice [24].

In domeniul caracterizarii si identificarii celulelor maligne, DHM are abilitatea de a
inregistra modificari fine aparute in caracteristicile morfologice ale acestora, greu de
cuantificat prin alte metode [25].

Ca metoda de analiza in farmacologie, DHM a oferit posibilitatea surprinderii,
datorita vitezei mari de achizitie, distrugerii treptate a citoscheletului ca urmare a actiunii

unei toxine [12] si s-a dovedit de aproximativ 10 ori mai rapida decét tehnicile fluorescente



utilizate Tn mod curent, avand avantajul de a nu presupune adaugarea de coloranti si

fluorofori care ar putea interfera cu fenomenul investigat [26].

(Capitolul 2) prezintd aspecte biofizice ale malignitatii celulare, trecand in revista

cateva dintre metodele biofizice utilizate in cercetarea experimentala si clinica pentru
caracterizarea si diagnosticul celulelor maligne. Parametrii optici (indice de refractie, masa
uscata, profil de faza) sunt tratati in detaliu. Pentru exemplificare este prezentat studiul
bibliografic realizat pentru doua sublinii cu caracter metastatic diferit ale liniei celulare
murine B16, modele consacrate de studiu in vitro ale unor aspecte privind malignitatea
celulara, cum ar fi formarea tumorilor solide si metastazarea, care vor reprezenta materialul
de studiu experimental.

Aproximativ 90% din cazurile fatale sunt determinate de tumorile secundare [27-29],
pronosticul bolii depinzand major de stadiul dezvoltarii tumorii in  momentul
diagnosticarii. Este importanta eliminarea tumorii inainte ca celulele tumorale sa
achizitioneze abilitatea metastatica, care le permite sa migreze si colonizeze noi tesuturi
[30].

O serie de caracteristici biofizice sunt alterate Tn cazul celulelor maligne [27, 31].
Cunoasterea acestora constituie o importanta baza stiintifica pentru dezvoltarea unor
metode de diagnostic si tratament.

Cele mai multe metode de diagnostic oncologic se bazeaza actualmente pe marcarea
cu anticorpi. Metodele imunohistochimice (standardul de aur), sunt mari consumatoare de
timp si rata lor de succes este redusa. Tesuturile sunt preluate fixate si colorate in vederea
analizarii, procedura putand genera erori prin influentarea viabilitatii si comportamentului
celulelor investigate (de exemplu rata de supravietuire in cazul celulelor circulante
tumorale CTC).

Noua generatie de metode de diagnostic al cancerului ar trebui sa indeplineasca
urmatoarele conditii: sa fie rapide, sa nu aiba nevoie de coloranti si fixatori, sa poata fi
automatizate, sa poata fi miniaturizate pentru analize in situ. Este de dorit ca sensibilitatea
sa fie mare, astfel Tncat sa depisteze modificari timpurii de natura maligna ale celulelor.

Utilizarea caracteristicilor biofizice poate sta la baza dezvoltarii unor metode mult
mai rapide si de acuratete ridicata pentru detectia si caracterizarea tumorilor, identificarea
CTC si caracterizarea potentialului metastatic al celulelor tumorale.

Din punct de vedere biofizic, celula vie poate fi caracterizata prin: proprietati

mecanice: elasticitate, forta de aderare la substrat, rigiditatea membranei, rezistenta la
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intindere; proprietati electrice: impedanta, conductivitate, proprietati dielectrice; proprietati

optice legate de imprastierea, absorbtia si transmiterea luminii, masurate prin intermediul
indicelui de refractie, densitatii de masa uscata, profilului optic de faza.

Dintre parametrii biofizici utilizati Tn diagnosticul malignitatii celulare, cei optici
(indicele de refractie IR, masa uscata DM, profilul de faza OPS) au avantajul de a fi ugor
de masurat, in special cu metode de microscopie cantitativa de faza.

Valoarea indicelui de refractie IR la nivel celular este determinata de cantitatea si
distributia de proteine n volumul celular, fiind corelatd cu parametrii cu bogata
semnificatie biologica: continut total de masa uscata, continut de proteine, continut apos,
activitate metabolica, rata diviziunii celulare, prezenta infectiilor. IR creste liniar cu
continutul de proteine (care au un indice de refractie situat in intervalul 1.50-1.58),

conform relatiei propusa de Barer [32, 33]:
n=n,+aC (Ec. 3)

unde n este indicele de refractie al celulei, no este indicele de refractie al apei, C este
concentratia (in g/mL) de proteine din solutie si a (mL/g) este asa numitul increment de
refractie, care arata cu cat creste indicele de refractie pentru fiecare procent de concentratie
de proteine (0,18-0,21 mL/g) [33].

Mai multe metode permit masurarea IR efectiv celular (ca medie pe intreaga celula)
cu precizie de 10 ([34-36], realizarea hartii spatiale 2D a IR cu rezolutie de 10 [11, 13,
37]. Progrese tehnice recente au facut posibila realizarea hartii celulare a indicelui de
refractie 3D, in Tntregul volum celular, si a indicelui de refractie nuclear prin tomografie
optica [15, 38].

Exista o literatura bogata care investigheaza diferenta intre indicele de refractie
pentru celule canceroase si normale. S-a demonstrat ca IR este crescut in celule maligne, si
ca aceasta diferenta de RI nu depinde de tipul celular, folosind-se Tn experimente celule din
tipuri celulare diferite [35, 38, 39]. Diferenta de IR ntre celulele normale si maligne a fost
atribuita acumularilor de proteine Tn organitele celulare, necesara ratei de diviziune rapida
a celulelor canceroase. Pornind de la capacitatea de diviziune crescuta si ciclul celular cu
caracteristici distorsionate ale celulelor canceroase, s-a propus IR nuclear ca biomarker
pentru ADN (ca 0 masura a variatiilor in densitatea acestuia Th nucleu) si pentru
diagnosticul timpuriu al cancerului si stratificarea riscului in cazul pacientilor cancerosi
[40].
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Alti parametrii optici masurati prin DHM si propusi ca biomarkeri de malignitate
sunt: distributia parametrilor optici in resut biopsic [41], fluctuatia temporala a grosimii
optice (OPD) [42], masa uscata.

Masa uscata, poate fi folosit ca biomarker pentru identificarea CTC in mod non
invaziv, fard addugare de substante si utilizand cantitati reduse de probe biologice. Celulele
tumorale circulante s-au dovedit a fi mai masive (33.6 + 3.2 pg) fata de leucocite (18.7 +
0.6 pg) [43]. Acest parametru sta la baza biopsiei lichide in situ prin citometrie de faza.
{Roitshtain, 2017 #3811}.

(Capitolul 3) prezintd, pe scurt, mecanismele si principalele aplicatii din domeniul

medical ale electroporarii celulare. Fenomenul este bazat pe modificarea temporara a

permeabilitatii. membranare prin aplicarea unor pulsuri electrice de amplitudini si
intensitati controlate. Medicamente, proteine, material genetic, pot fi introduse 1n acest
mod in celuld, tehnologia stand la baza multor aplicatii biomedicale si industriale [44]. Tn
ciuda succesului Inregistrat pe partea aplicativa, mecanismele moleculare ale fenomenului
nu sunt inca elucidate pe deplin, fiind necesara desfdsurarea in continuare a cercetarilor
experimentale.

Existd, Tn prezent, o comunitate stiintifica puternica dezvoltata in jurul aplicatiilor si
tehnologiilor dezvoltate avand ca baza electroporarea celulara, comunitate care a beneficiat
de-a lungul timpului de finantare nationala si europeana (exemple de granturi europene
Cliniporator QLR-1999-00484, ESOPE QLR3-2002-02003, COST TD1104). Aceste
finantdri au permis dezvoltarea dispozitivului Cliniporator™, dedicat tratamentului
electrochimioterapic al patologilor canceroase si generarea Standardului de Procedura
Operationalda (SOP) [45], pentru aplicarea electrochimioterapiei la nivelul tumorilor
cutanate si subcutanate, acesta din urma aplicandu-se deja in 18 tari europene. Programul
COST TD1104 a sprijinit, de asemenea, cresterea comunitatii stiintifice, prin Tntalniri si
programe de instruire (scolile Electroporation Based Technologies and Treatements
desfasurate in Lublijana, Slovenia, avand pana acum mai mult de 400 de participanti din 23
de tari, scolile Electroporation for Medicine: Basic Knowledge, Applications and
Technologies, desfasurate Tn 2012 si 2015 in Bucuresti, Romania).

Electroporarea celularda se realizeaza prin aplicarea unor pulsuri de amplitudini si
durate controlate la nivelul membranei. Efectul obtinut cand intensitatea campului este
suficient de puternica este de reorganizare locala a lipidelor membranare cu aparitia de

zone hidrofile in structura hidrofoba a membranei, care se manifesta printr-un proces de
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permeabilizare temporara a membranei celulare; molecule hidrofile exogene, de tipul
medicamentelor, proteinelor si acizilor nucleici pot traversa astfel membrana celulara si
accesa interiorul celulei sau interiorul compartimentelor celulare, in ciuda faptului ca
aceste molecule nu pot traversa de la sine membrana. Prin acest procedeu poate fi facilitata
si extragerea anumitor compusi din celula. Procesul poate avea loc in conditii de mentinere
a viabilitatii celulare, bistratul lipidic avand capacitatea de a repara spontan destabilizarile
produse de pulsurile electrice, situatie n care ne referim la electroporarea reversibila.

La intensitati ridicate ale cAmpului electric, durate de pulsuri prea mari sau numar de
pulsuri prea mare, modificarile din membrana sunt de amploare prea mare pentru ca celula
sa le poata repara. Aceasta procedura de EP se numeste electroporare ireversibila si sta la
baza unor aplicatii clinice precum eliminarea tumorilor prin ablatie sau aplicatii
biotehnologice de extractie a unor compusi din celule (extragere de proteine sau zaharuri
din plante, extragere de uleiuri din alge, etc).

Eficiensa electroporarii celulei se refera la gradul de patrundere in celula a
substantelor aflate in mediul extracelular, si a fost corelata experimental cu mai multi

factori: caracteristicile cAmpului electric: amplitudine, durata, numar, frecventa de aplicare,

forma pulsurilor [49, 50]; caracteristicile celulelor expuse EP: tip celular, marime, forma

geometrica, densitatea suspensiei, orientare fata de camp [51, 52], tipul de molecula ce se

doreste a fi introdusa (greutatea moleculara) [53]; conditiile experimentale: mediul

extracelular, temperatura, pH, conductivitate, osmolaritate [53-55].

EP este 0 procedura simpla, robusta, insa este necesar, prin combinarea metodelor
experimentale cu metode de simulare computerizata, sa se realizeze studii multidisciplinare
pentru intelegerea mecanismului fundamental electroporarii la nivelul molecular si celular.

Electrochimioterapia (ECT) reprezinta combinatia dintre o doza scazuta de
medicament chimioterapeutic si aplicarea direct pe tumora a unor pulsurilor electroporante
[56]. Doza de medicament utilizata este prea mica pentru a avea efect de una singura
asupra tumorii (transferul transmembranar este ineficient) pulsurile electrice facilitand
patrunderea medicamentului in celulele tumorale; la Tncetarea pulsurilor electrice
membrana acestor celule se resigileaza iar medicamentul patruns in celula canceroasa isi
manifesta efectul toxic; la nivel de tumora efectul general fiind de micsorare si chiar de
disparitia tumorii (figura 3). Prin utilizarea pulsurilor electrice, eficienta de patrundere in
celulele canceroase a medicamentelor creste, fiind necesare doze mult mai mici decét in

cazul tratamentului simplu, fara EP.
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Figura 3 Tumora tratata prin ECT, inainte de tratament (a), imediat dupa (b) si la 10 saptamani dupa aplicarea
procedurii. Imagine preluata din Marty M, S. G., Garbay JR, et al. (2006). " Electrochemotherapy—an easy, highly
effective and safe treatment of cutaneous and subcutaneous metastases: results of ESOPE (European Standard Operating

Procedures of Electrochemotherapy) study." Eur J Cancer 4(suppl 11): 3-13, [57].

ECT se realizeaza utilizand ca agent chimioterapeutic bleomicina si cisplatina.
Acestea sunt citostatice bine-cunoscute, care penetreaza foarte greu membrana celulara,
tinta lor fiind ADN-ul celulelor tumorale. S-a observat ca prin aplicarea pulsurilor
electrice, efectul citotoxic creste de 100-500 de ori pentru bleomicina si de 1,8-12,2 ori
pentru cisplatina [58]. Medicamentele se pot administrate intravenos sau intratumoral,
pulsurile aplicand-se in asa numita “fereastra terapeutica”, la un interval de timp de
aproximativ 20 de minute de la administrarea medicamentului, in cazul administrarii

sistemice [58] (figura 4).
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Figura 4 Electrochimioterapia este o procedura medicala de scurta durata in care, cu ajutorul pulsurilor electrice
controlate, sunt introduse Tn tumora medicamentele chimioterapeutice administrate intravenos sau cutanat; imagine

preluata din Sersa, G., et al. (2008). "Electrochemotherapy in treatment of tumours." Eur J Surg Oncol 34. [56].

Efectul anti-tumoral se obtine prin declansarea mai multor procese [59]:
- patrunderea si acumularea citostaticului bleomicina si al cisplatina in celule, avand
efect ,,selectiv” asupra celulelor tumorale si celulelor endoteliale vasculare din zonele de

neoangiogeneza (moarte celulara de tip mitotic)
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- reducerea temporard a fluxului sangvin in tumord prin vasoconstrictie si prin
afectarea celulelor endoteliale tumorale

- impiedicarea iesirii medicamentului din zona tumoralda printr-un fenomen de
,,vascular lock”

- aparitia unui raspuns al sistemului imun la nivelul Intregului organism, care poate
eradica fractia de celule tumorale care au ,,scapat” ECT, daca aceasta este suficient de
mica.

Standardul de procedura operationala SOP contine indicatii de utilizare, modul de
administrare a medicamentelor, tipul de anestezie, protocolul de aplicare a pulsurilor,
medicatia complementara, timpul de spitalizare etc. SOP se adreseaza tumorilor mai mici
de 3 cm [45]. SOP este aplicat in prezent in Europa, in peste 140 de centre clinice si de
cercetare, mai mult de 5000 de pacienti tratati, Cu o rata de succes de peste 80% [58].

In cel putin noua tari europene ECT este o procedura decontata de casele de asigurari
de sanatate. Pentru ca pacientii romani sa beneficieze de tratamentul bolilor neoplastice
prin ECT, ar fi de dorit ca sistemul de asigurari de sanatate din Romania sa analizeze
avantajele acestui tip de terapie si sa introduca decontarea procedurilor.

ECT este aplicat in principal pentru terapia tumorilor cutanate si subcutanate,
indiferent de provenienta histologica si pentru tratamentele paliative Tn cazul tumorilor de
piele, melanom, tumori ale pielii non-melanomice: carcinom bazal, carcinom scuamos,
sarcom Kaposi, sindrom Gorlin-Goltz, carcinom Merkel , carcinom tranzitional al vezicii
urinare, carcinom bazal si scuamos localizat in zona capului; metastaze cutanate ale
cancerului de san, tumori de cap si gat [60].

Tratamentul tumorilor profunde (oase, ficat, pancreas, esofag) abordat in prezent in
studii clinice, se realizeaza prin electrozi endoscopici proiectati special pentru accesarea
zonelor respective [58].

Fata de tratamentele clasice, ECT aduce o serie de avantaje, dintre care amintim:
eficienta foarte ridicata (90% rata de raspuns, maximum 10% rata de revenire), efecte
secundare minime (fiind un tratament local si nu sistemic), aplicabilitate pentru tumori
sangerande si tumori situate Tn apropierea vaselor mari si a metastazelor hepatice situate
ntre vasele hepatice majore [61].

Un alt tratament antitumoral bazat pe EP este ablatia utilizand electroporarea
ireversibila. Metoda este non-invaziva si are aplicatii si multe regiuni chirurgicale, de

exemplu in cazul tesutului cardiac [62].
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Electrotransferului de material genetic (EGT) presupune facilitarea patrunderii
materialului genetic prin cresterea tranzienta a permeabilitatii membranare cu ajutorul
pulsurilor electrice. Vaccinarea ADN reprezinta introducerea de plasmide codante pentru
un antigen relevant intr-un tesut; in urma transcrierii plasmidului si exprimarii antigenului
in tesutul respectiv, se initiaza unui raspuns imun specific [63]. Se considera ca EGT are
potential urias ca tehnologie de viitor pentru tratarea cancerului dar si tratarea altor boli

dificile precum cele autoimune sau inflamatorii [64-66].

Rezumatul rezultatelor experimentale

Studiul 1: Monitorizarea celulelor electroporate prin metode complementare

microscopice
Tn acest studiu efectele electroporirii asupra caracteristicilor optice si asupra formei

celulelor murine B16F10 au fost monitorizate cu ajutorul unui sistem DHM 1in configuratie
off-axis si a procedurii de decuplare. Doua categorii de parametri celulari au fost
determinate Tnainte si dupa aplicarea pulsurilor electrice, Tn conditii de mentinere a
viabilitatii celulare: i) parametrii locali (indicele de refractie si indltimea celulelor) si ii)
parametrii globali (aria proiectata, profilul de faza si masa uscata).

Verificarea electropermeabilizarii membranare si corelarea caracteristicilor de
marime si de forma ale celulelor cu eficienta electropermeabilizarii au fost realizate prin
microscopie in vizibil si in fluorescentd, avand ca obiective:

-Masurarea diametrului si ariei celulare pentru celulele electroporate si celule ne-
electroporate mentinute in aceleasi conditii de cultura.

-Masurarea ariei proiectate si a diametrului celular in cazul celulelor atasate
electroporate si ne-electroporate s-a efectuat folosind un program informatic MATLAB
(algoritmul DIPA) realizat special pentru prelucrarea imaginilor achizitionate prin

microscopie standard in vizibil.
Rezultatele experimentelor de microscopie holografica digitala

Celulele atasate B16F10 au fost electroporate cu pulsuri bipolare specifice
electrochimioterapiei (patru pulsuri bipolare rectangulare, avand amplitudinea de 1 kV/cm,
cu o frecventa a aplicarii de 1 kHz).(figura 6 a si b). Electroporarea s-a realizat in situ, in
montajul DHM off-axis (figura 5), echipat cu laser HeNe, operand la 632,8 nm, cu putere

maxima de 1,5 mW, inregistrandu-se in timp real holograme. Pornind de la holograme
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(figura 7 a) au fost reconstruite imagini cantitative de faza (QPI) (figura 7 b si c) si

parametrii biofizici au fost calculati cu ajutorul unui cod MATLAB dedicat. [67].
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Figura 5 Schema microscopului de holografie digitala (DHM) bazat pe configuratia interferometrica Mach-Zehnder, in

transmisie [1, 2]
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Figura 6 (a) electrozi plati de inox in forma de L; (b) Profilul pulsurilor de electroporare: un tren de 4 pulsuri a fost
aplicat cu frecventa de 1 kHz;(c) celule atasate cu gradul de acoperire de 20-30%, permitdind analiza separatd a unei
singure celule;(d) verificarea permeabilizarii membranare cu iodura de propidiu, acumularea fluorescentei dovedeste

permeabilizarea membranei celulare [1]
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Figura 7 Imagini coresspunzatoare etapelor DHM: () holograma achizitionata in etapa experimentald, (b) si (C)

imagine cantitativa de faza (OPI) 2 D si 3D reconstituite in etapa digitala, (d) sectiune prin QPI [1]

Indicele de refractie n si inaltimea celulei h s-au calculat folosind metoda decuplarii,
intr-o zona de 3x3 pixeli selectatd in regiunea cu valori de faza maxima [10] a fiecarei
celule B16F10 din cele doua loturi experimentale (electroporate si control). Aria
proiectata, profilul cantitativ de faza mediat al celulei (OPS) si masa uscata (DM) au fost
calculate pornind de la imaginea cantitativa de faza a celulei (QPI) prin identificarea
conturului si segmentarea celulei cu ajutorul codurilor MATLAB.[68, 69]. Au fost notati
cu hep si ngp Asp, OPsgp, DMgp acesti parametrii determinati inainte de aplicarea

pulsurilor, si cu hap si Nnap Aap, OPSap, DMap cei determinati dupa aplicarea pulsurilor (la

2 sec, 1 min, 2 min,...7 min).
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Figura 8 Set de QPI reconstituite pentru o celula B16F10 Tnainte de electroporare in Solutia D (a); Tnainte de
electroporare n Solutia M (b); la 2 sec dupa electroporare h Solutia M (c); la 10 min dupa electroporare in Solutia M
(d); in partea de jos sunt pofilele de faza obtinute prin trasarea unei linii paralele cu directia campului electric aplicat,

la nivelul regiunii de valori maxime de faza; Fiecare dintre cele 4 profile de faza corespunde, ca moment de timp,

imaginii de faza sub care este pozitionata [1]
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Analizand setul de imagini cantitative de faza QPI reconstituite pentru aceeasi celuld
B16F10, inainte de electroporare (figura 8 a si b) si dupa electroporare, la 2 sec (figura 8 c)
respectiv la 10 minute (figura 8 d) se observa modificari de culoare care indica variatii in
profilul de faza celular, deci in indltime Si continut, in urma electroporarii.

Valorile absolute ale indicelui de refractie pentru celulele B16F10 masurate inaintea
aplicarii pulsurilor electrice (1.3929 £ 0.0263), sunt n acord cu valorile masurate de alti
autori pentru celule canceroase [35, 38]. Iniltimea celulelor Tnainte de aplicarea pulsurilor
a fost calculata ca avand valori intre 2.87 si 14.61 um, in functie de forma celulei. Se
remarca reactia similara a celulelor la aplicarea pulsurilor electrice, Tn ciuda pozitionarii lor
diferite pe parcursul ciclului celular.

In cazul ambelor categorii de parametrii, parametrii locali si parametrii globali, se
observa o evolutie bifazica. Indicele de refractie scade Tn primele 2 secunde dupa puls, apoi
revine in urmatoarele 3 minute (figura 9). Aria proiectata si profilul de faza au o evolutie

rapida in primele 4 minute, urmata de o progresie lenta in acelasi ritm cu celulele control

(figura 12 respectiv 13).
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Figura 9 Variatia indicelui de refractie celular la 2 secunde dupa aplicarea pulsului, reprezentata ca (a) exemplu de

rezultat tipic pentru o singura celula si (b) variatie relativa faza de momentul dinaintea aplicarii pulsului [1].
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Figura 10 Variatia inaltimii celulare observata la 2 secunde dupa aplicarea pulsurilor electrice reprezentata ca (a)

exemplu de rezultat tipic pentru o singura celula si (b) variatie relativa fata de momentul dinaintea aplicarii pulsului [1].
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Figura 11 Variatia relativa a indicelui de refractie urmarita intr-un interval de 7 minute de la electroporare [1]

In cazul celulelor electroporate, dupa scaderea initiala de 1,2%, indicele de refractie

are o tendinta constanta de revenire, atingdnd valoarea asemanatoare cu cea a celulelor

control dupa aproximativ 4 minute de la aplicarea pulsurilor electrice (figura 11).
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Figura 12 (a) Variatia relativa a ariei proiectate intr-un interval de 10 minte dupa aplicarea pulsului; (b) valoarea neta

a acestui parametru obtinuta dupa scaderea controlului (punctele) si fit exponential (linia) Asp aria proiectata relativa a

celulei Tnainte de electroporare, Aap — este aria proiectata relativa a celulei dupa electroporare [1].
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Figura 13 (a) Variatia relativa a profilului mediu OPS intr-un interval de 10 minte dupa aplicarea pulsului; (b) valoarea
neta a acestui parametru obfinuta dupa scaderea controlului (punctele) si fit exponenyial (linia); OPSgp profilul de faza

relativ al celulei Tnainte de electroporare, OPSap — profil de faza relativ al celulei dupa electroporare [1]
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Figura 14 (a) Variatia relativa a masei uscate intr-un interval de 10 minte dupa aplicarea pulsului; (b) valoarea neta a
acestui parametru obtinuta dupa scaderea controlului (punctele) si fit exponential (linia); DMsp masa uscata relativa a

celulei Tnainte de electroporare, DMap — masa uscata relativa a celulei dupa electroporare [1]

Rezultatele arata modificari importante ale parametrilor analizati in cazul celulelor
electroporate. Este evident ca si Tn cazul celulelor control intervin modificari ale ariei
proiectate si a profilului de faza OPS, ca urmare a expunerii celulelor (atét lotul control cat
si lotul electroporat) la conditiile experimentale neprielnice: imersare in solutie de manitol,
fara control al temperaturii si al concentratici de CO,. Totusi modificarile celulelor
electroporate sunt mult mai semnificative decét ale celor control.

Analizand graficele din figurile 12 b si 13 b, obtinute prin scaderea variatiilor
celulelor control din cele ale celulelor electroporate pentru aceiasi parametri, se observa ca
la 3-4 minute dupa aplicarea pulsului, variatia relativa a ariei proiectate A, respectiv cea a
profilului de faza OPS devin egale pentru celulele porate si pentru cele control. Concluzia
este ca impactul maxim al pulsurilor electrice este in primele 3 minute. Tntre minutul 4 si
minutul 10, aria proiectata si profilul de faza al celulelor porate se comporta similar cu al

celor control.
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Evolutia parametrilor descrie comportamentul celular datorat proceselor generate
osmotic de electroporare. Odata ce membrana este permeabilizata prin electroporare, doua
procese principale de transfer pot aparea datorita gradientilor chimici: scurgerea ionilor din
celula (in conditiile noastre experimentale concentratia ionica extracelulara este aproape
neglijabild) si patrunderea manitolului Tn celula, al doilea dintre aceste procese
desfasurandu-se mult mai lent datoritd marimii moleculei de manitol fata de ioni.

Procesul initial rapid de patrundere a apei in celuld (asociat cu scurgerea ionilor si
avand scopul de a dilua concentratia intracelulara a macromoleculelor non-permeabile)
este caracterizat de scaderea indicelui de refractie cu 1,2% (figura 9) si cresterea in
inaltime a celulei cu 33% (figura 10); al doilea proces mai lent de iesire a apei din celula
compenseaza concentratia manitolului din afara celulei, determina contractia celulei si
revenirea indicelui de refractie la valoarea initiala (la 3-4 minute dupa aplicarea pulsului),
insotitd de scaderea ariei proiectate.

In intervalul de timp analizat celulele electroporate, asa cum se arata in literatura de
specialitate, declanseazd deja mecanismele de reparare membranara, acestea putdnd dura
ntre cateva minute si cateva ore [48, 70-73] [74], observatiile noastre se adreseaza “etapei
de resigilare”, care este declansata de metabolismul celular. Evenimentele celulare asociate
procesului de reparare a membrane sunt evidentiate de evolutia temporala a parametrilor
globali monitorizati in aceasta cercetare: scaderea cu 19,5% a ariei proiectate A (figura 12)
si cresterea cu 8,4% a profilului de faza OPS (figura 13).

Lipsa variatiilor mari ai parametrului masa uscata (DM) confirma ca singurul schimb
de masa celulara pe parcursul perioadei de permeabilizare temporara a membranei consta
in trecerea moleculelor mici sau a ionilor datorita gradientilor electrochimici prin
membrana celulara, acesta neafectand masa uscata a celulei electroporate (figura 14);
variatiile de masa uscata celulara sunt de obicei provocate de modificarea continutului de

proteine celular [68, 69].
Rezultatele experimentelor de cinetica incorporarii P1 in microscopie de fluorescenta

Electropemeabilizarea celulara a fost pusa in evidenta prin adaugarea in solutia
extracelulara in care se realizeaza electroporarea a iodurii de propidiu (PI) Tn concentratii
reduse [75, 76]. S-a masurat intensitatea emisiei fluorescente (Aex = 535 nm si Aem = 617
nm) timp de 10 minute, la minutul 1 aplicandu-se pulsurile electrice. Tnregistrarea
graficelor de variatie a semnalului de fluorescenta in timp s-a realizat prin inserarea

lamelor cu culturi celulare intr-un dispozitiv de electroporare creat special pentru
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electroporare in situ in experimente de microscopie (figura 15). Mentinand constante

concentratia de PI in mediu (75nM) si parametrii campului electric, s-a corelat valoarea

fluorescentei obtinute cu caracteristicile celulare (arie, forma).

Figura 15 Dispozitiv cu electrozi destinat electroporarii celulelor atasate, montat in microscopul de fluorescenta

AxioObserver D1 cu sistem PTI care permite vizualizarea in luming vizibila si in fluorescenta a celulei electroporate
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Figura 16 Verificarea electropermeabilizarii membranare prin cinetica incorporarii Pl s-a realizat prin compararea

graficelor fluorescentei inregistrate in situatia aplicarii pulsului la 60 sec si 120 sec (momente indicate cu sageti)
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Figura 17 Influensa ariei si excentricitatii celulare asupra constantei de timp a curbei de incorporare PI
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Graficele Tnregistrate au demonstrat ca, in conditiile experimentale folosite si
parametrii de puls utilizati, membrana celulara este permeabilizata (figura 16). Celulele
caracterizate de un factor de excentricitate mai mic se electroporeaza mai repede (figura
17). Din datele analizate nu a rezultat o corelatiec semnificativa a cineticii incorporarii Pl cu

aria celulelor.
Rezultatele experimentelor de microscopie standard in camp luminos

Pentru extragerea caracteristicilor din imagini de microscopie standard in camp
luminos a fost dezvoltat algoritmul DIPA in sase pasi bazat pe platforma Matlab R2015b
programming environment, Academic Version echipat cu Image Processing Toolbox™,
(MathWorks Inc. USA). Imaginile celulelor murine B16F10 au fost Tnregistrate in
microscopie vizibila standard, in dispozitivul de electroporare in situ, in aceleasi conditii
pentru celule electroporate si neelectroporate. Doar o singura metoda din cele 6 metode de
thresholding puse la dispozitie de MATLAB (metoda bazata pe index, cu stabilire manuala
a pragului) utilizate in dezvoltarea algoritmului DIPA a dat rezultate bune in cazul
imaginilor analizate (figura 18 si figura 19).

Manual Automat Equalized Adjusted Adaptive Rayleigh Exponential

Figura 18 Imagine intermediara din procesul de prelucrare automata bazat pe cele 6 metode de alegere a

thresholdingului
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Figura 19 Imagine rezultata dupa procesare automata cu algoritmul DIPA, avand extrase si afisate caracteristicile

geometrice

Analizand variatia parametrilor geometrici ai celulei electroporate, se observa o
scadere semnificativa (p = 0,0004%) a ariei proiectate a celulelor electroporate fata de cele
control (26% fata de 6%) (figura 20) si lipsa de corelatie semnificativa in cazul diametrului

proiectat al celulelor control (figura 21).
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Figura 20 Variatia relativa a ariei celulelor electroporate versus celulele control, determinata prin prelucrare cu

programul DIPA
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Figura 21 Variatia relativa a diametrului proiectat al celulelor electroporate faza de celulele control, determinata prin

programul DIPA

Prin utilizarea programului DIPA s-a reusit extragerea de informatii morfologice din
imagini cu contrast foarte slab si cu grade diferite de iluminare. Prelucrarea automata

dureaza mai putin timp si acuratetea datelor obtinute este mai mare.
Concluziile studiului 1

Tn experimentele prezentate au fost monitorizate prin metode de microscopie optici
celulele de melanom murin B16F10, la interval de secunde si minute dupa aplicarea unor
trenuri de pulsuri specifice electrochimioterapiei.

A fost observat un comportament bifazic al parametrilor monitorizati prin DHM.
Astfel indicele de refractie a scazut in medie cu 1,2%, in timp de inaltimea celulelor a
crescut cu o medie de 33% la 2 sec dupa aplicarea pulsului. Indicele de refractie a revenit
la valoarea determinata pentru celulele control intr-un interval de 3 minute dupa aplicarea
pulsului. In ceea ce priveste parametrii globali, a fost observata o scadere de aproximativ
11% a ariei proiectate si 0 crestere de aproximativ 5% a mediei profilului optic de faza,
ambele calculate ca evolutie neta a celulelelor electroporate fata de cele control. Acest
comportament a fost atribuit dinamicii apei si manitolului prin membrana celulara
electropermeabilizatda corespunzator etapei de resigilare declansatd de metabolismul

celular.
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Studiul 2: Evidentierea unor caracteristici optice ale celulelor maligne relevante

pentru potentialul metastatic al celulelor

Tn studiul prezent au fost analizate o serie de caracteristici optice a doua sublinii cu
potential metastatic diferit ale celulelor murine B16 cu scopul de a identifica biomarkeri
optici corelati cu potentialul metastatic celular. Prin microscopie holografica digitala
(DHM) au fost masurate, intr-o maniera non-distructiva, fara marcare chimica si fara
scanarea indelungata a celulelor, indicele de refractie celular (IR), densitatea de masa
uscata (DMd) si multimodalitatea distributiei de faza optica.

Aceste caracteristici optice au fost alese fiind cunoscuta corelatia lor cu continutul,
morfologia si caracteristicile de diviziune celulare [43, 77]. Prin metode statistice s-a
caracterizat distributia valorilor de faza in imaginile reconstituite QPI, utilizand
coeficientul de bimodalitate.

Caracteristicile asociate potentialului metastatic au fost investigate prin compararea
unei linii celulare metastatice cu o linie de originara dintr-un stadiu timpuriu al
transformarii maligne. Pentru acest studiu u fost alese doua sublinii ale liniei celulare B16:
B16F1 cu potential metastatic scazut si B16F10 cu potential metastatic ridicat, modele
consacrate de studiu in vitro si injectate la animale de laborator pentru studii in vivo ale
unor aspecte privind malignitatea celulara, cum ar fi formarea tumorilor solide si
metastazarea.

Corelatia cu potentialul metastatic observata intre caracteristicile optice ale celor
doua sublinii celulare a fost validata prin doua metode standardizate:

-Masurarea ratei de proliferare celulard prin monitorizarea parametrului indexul
celular (IC) obtinut prin masuratori de impedantmetrie electrica, utilizand dispozitivul Real
Time Cell Assay (RTCA).

-Masurarea capacitdtii de crestere celulard prin teste clonogenice (metoda prin
dilutie) ce cuantifica potentialul de dezvoltare a unor colonii ale celulelor maligne.

Numarului, aria si alte caracteristici ale coloniilor celulare au fost determinate
automat cu ajutorul unei secvente de procesare originale dezvoltate in platforma

CellProfiler (folosind imagini achizitionate cu o camera fotografica digitala).
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Rezultatele experimentelor de microscopie holografica digitali

Celulele atasate din cele doua sublinii au fost pozitionate in dispozitivul de
vizualizare si perfuzare sub microscop realizat special pentru acest experiment (figura 22).

Au fost Tnregistrate holograme ale celulelor din cele doua sublinii (figura 23),
utilizdnd montajul experimental DHM off-axis prezentat in figura 7. Pornind de la
holograme, s-au reconstituit imaginile cantitative de faza QPI (figura 24 si 25), care contin
n fiecare pixel informatii combinate despre inaltimea celulei pe directia de propagare a
luminii si diferenta de indice de refractie intre celula si lichidul de imersiune (ecuatia 1). Tn
plan orizontal, aceste QPI contin proiectia celulara. Indicele de refractie (IR) a fost
determinat prin aplicarea procedurii de decuplare. Valoarea indicelui de refractic a fost

calculata ca 0 medie pe o arie de 3x3 pixeli, in zona de faza maxima.

Figura 22 Dispozitiv de vizualizare si perfuzare sub microscop prototip, utilizat pentru inregistrarea imaginilor

holografice si procedura de decuplare

Densitatea de masa uscata a fost calculata ca reprezentand valoarea de faza in fiecare
pixel ocupat de celule, multiplicata cu factorul constant A/2ra. (A = 632,5 nm este lungimea
de unda a laserului utilizat pentru Tinregistrarea hologramelor, a = 0,2 mL/g este
incrementul de refractie al proteinelor [32]. Densitatea de masa uscata a fost calculata si
reprezentata grafic ca o medie pe intreaga celula.

Au fost realizate histograme ale distributiei de faza in fiecare imagine QPI
reconstruita. Valorile de faza au fost normalizate la 8 biti, prin atribuirea valorii de pixel 0
celei mai mici valori de faza si valorii 255 celei mai mari valori de faza. Coeficientul b de
multimodalitate a fost calculat dupa formula Sarle (ecuatia 4), pornind de la valorile
parametrilor kurtosis si skewness care caracterizeaza distributia valorilor de faza in

imaginea QPI.
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B16F1 B16F10

Figura 23 Holograme inregistrate cu un dispozitiv DHM off-axis pentru celula B16F1 (stanga) si B16F10 (dreapta) [2]
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Figura 24 Imagine QPI reconstituita pentru o celula atasata B16F1 [2]

Figura 25 Imagine QPI reconstituita pentru o celula B16F10 [2]
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Tabel 1 Indicele de refractie (ca interval de valori si medie + deviatie standard) calculat prin aplicarea procedurii de

decuplare pentru celulele B16F1 si B16F1

Indice de refractie B16F1 B16F10
Min - Max (1,3546 — 1,3653) (1,3908 — 1,4181)
Medie * STDEV 1,3610 £ 0,0039 1,3989 £ 0,0112
p =0.01
I |
1.3989 £ 0.0112
1.40
T
1
o 1.3610 £ 0.0039
T
25
1.35-
B16F1 B16F10

Figura 26 Indicele de refiactie pentru celulele B16F1 si B16F10; au fost calculate media + STD pentru 5 celule din

fiecare sublinie [2].

Au fost gasite valori ale indicelui de refractie celular Tn buna corelatie cu rezultatele
din literatura de specialitate (1.3610 £ 0.0039 pentru BI16F1 si 1.3989 + 0.0112 pentru
B16F10). In regiunea de faza maxima, B16F10 are IR mai mare decat B16F1 (tabelul 1 si

figura 24), diferenta fiind semnificativa statistic (p = 0.01). Regiunea de fazd maxima a

fost asociata, in mai multe publicatii din domeniu, cu regiunea ocupata de nucleu, unde

celula are cea mai mare inaltime.

Tn domeniul oncologiei au fost raportate valori mai ridicate ale indicelui de refractie

in cazul celulelor canceroase fatd de cele normale, rezultatul fiind atribuit continutului

ridicat de proteine care sustine rata de proliferare mai crescuta a celulelor maligne [38, 39].

Cu toate acestea, In functie de natura probei biologice (celula atasatd sau n suspensie,
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celula vie sau biopsie fixatd) rezultatele pot fi contradictorii. Tn experimente realizate pe
biopsii fixate, dar necolorate de tesut excizat din tumori de prostata, s-a observat ca un bun
indicator al malignitatii este distributia spatiala a IR [41]. EXista rezultate care raporteaza
valori IR mai mici pentru tesutul malign decat cel normal [78]; autorii atribuie aceste
diferente modificarilor aduse de inflamatie si necroza tumorala in matricea extracelulara. in
acest context, cand analizam corelatia indicelui de refractie cu malignitatea, este important
sa tinem cont de faptul ca rezultatul masurarii IR depinde Tn mare masura de conditiile
experimentale (tipul probei biologice, modul de pregatire, temperatura, osmolaritate, etc) si

de rezolutia metodei de masura (IR integral sau harta spatiala 3D) [4].

Tabel 2 Densitatea de masa uscata mediata pe celula (prezentata ca interval de valori si medie + STDEV) calculata prin

prelucrarea imaginilor de faza QPI reconstituite pentru celulele B16F1 si B16F1

Densitate de masa
uscata mediata pe celula B16F1 B16F10
2
(pg/pm’)
Min — Max 1,3069 — 1,5323 0,6066 — 0,9842
Medie £ STDEV 1,4261 + 0,0844 0,8003 + 0,1771
p =0.02
|
1.4261 *+ 0.0844
1.5 T
1
“E 0.8003 £ 0.1771
= 1.0
E |
& |
©
= 0.5 l
()]
0.0

B16F1 B16F10

Figura 27 Densitatea de masa uscata, prezentata ca medie pe fiecare celuld, calculata din valoarea de fuza n fiecare
pixel ocupat de celula Tn QPI, multiplicat cu factorul constant A/2za, unde 2 = 635 nm este lungimea de unda a laserului

utilizat pentru inregistrarea hologramelor si a=0.2mL/g este incrementul de refractie al proteinelor [2]
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Densitatea de masa uscata, care caracterizeaza distributia continutului intracelular de
proteina, a fost gasita ca fiind mai ridicata in cazul F1 (tabelul 2 si figura 7.27). Valorile
misurate (1.4261 + 0.0844 pg/um? pentru F1 si 0.8003 + 0.1771 pg/um? pentru F10) sunt
n buna concordanta cu rezultatele raportate de alte studii care au urmarit acest parametru
de-a lungul ciclului celular [17, 69]).

Densitatea de masa uscatd este corelata cu continutul uscat celular, similar cu
densitatea clasica. Rezultatele noastre confirma proportionalitatea inversa dintre
capacitatea metastatica a celulelor maligne si densitatea de masa uscata gasita in studii
anterioare [79].

Tn cautarea biomarkerilor optici pentru potentialul metastatic, am analizat distributia
fazei optice Tn imaginile QPI, folosind coeficientii de bimodalitate. Analizand tabelul 3,
tabelul 4 si tabelul 5, se observa ca histogramele celulelor F1 sunt cu tendinta spre
histograme bimodale, Tn timp ce cele ale celulelor F10 sunt cu tendinta spre unimodale.
Un coeficient mai mare decat 0.555 indica o distributie bimodala, iar o distributie cu o
singurd populatie are un coeficient b mai mic decéat 0.555 [80].

Analiza statistica este realizata utilizand, pentru fiecare celula, valorile de faza
nregistrate in fiecare pixel. Bimodalitatea este o caracteristica importanta a distributiilor
de frecventd, deoarece sugereaza neregularititi, cum ar fi polarizare sau doud distributii
contopite intr-una singura. Nucleii compacti, care caracterizeaza celulele normale, difera
de nucleii mariti si neregulati ai celulelor maligne [25, 81]. Celulele normale manifesta
distributii multimodale cu doud maxime separate clar (corespunzator citoplasmei si
nucleului), in timp ce o distributie cu un singur maxim poate fi semn de dezvoltare

anormala a celulei.

Tabel 3 Histograma distributiei PS Tn QPI pentru celulele B16F1

Celulal Celula2 Celula3 Celulad Celulas

[o———

o B & 8 8 8

b=0.5941 b=0.5444 b=0.5844 b=0.6303 b=0.5729
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Tabel 4 Histogramele distributiei PS Tn QPI pentru celulele B16F10

Celulal

Celula2

Celula3

Celula4d

Celulas

s arigivats

™

0.4737

0.4227

0.4881

0.4481

0.5020

Tabel 5 Prezentare sintetica a coeficientilor de bimodalitate, ca interval si ca medie £ STDEV

Coeficient

bimodalitate b

de

B16F1

B16F10

Min - Max

0,5444 - 0,6303

0,4227 - 0,5020

Medie £ STDEV

0,57674 + 0,04698

0,46692 + 0,03176

0.75-
0.70-
0.65-

90.60 i
0.55-
0.50
0.45-

0.40 1

p=0.012

B16F1

B16F10

Figura 28 Reprezentare grafica a coeficientilor de bimodalitate ai celor doua sublinii
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Rezultatele testelor de proliferare celulara prin RTCA

Celulele au fost insamantate la densitate redusa (5000 celule per godeu) n placa E-
Plates cu 16 godeuri, apoi incubate la 5% CO», 37 °C. Rata de proliferare celulara a fost
cuantificata cu ajutorul indexului celular (IC), inregistrat pentru fiecare sublinie celulara la
fiecare 30 de minute timp de 5 zile, cu ajutorul echipamentului xCELLigence® DP Real
Time Cell Analysis Instruments (ACEA Biosciences, SUA). Parametrul SLOPE (panta
curbei obtinuta prin reprezentarea grafica a IC) a fost calculat intre doua momente alese in
urma analizei graficului 1C: momentul de la Tnceputul culturii in care valorile IC erau
similare pentru cele doua sublinii (480 de minute, valorile IC fiind 0.4260 si 0.3993) si
momentele n care IC atinge valori maxime pentru fiecare dintre sublinii. (6180 de minute,

IC=5.5562 pentru B16F1 si 5520 minute, CI1=6.3842 pentru B16F10).

®1 ——B16F1 l
--------- B16F10

Cell Index

0 20 80 80 100 120
time (h)

Figura 29 Indexul celular a fost inregistrat timp de 5 zile incepdnd de la momentul insamdntarii a 5000 celule/godeu;

barele de eroare reprezinta STDEV pentru fiecare punct

0.022-
0.0185  0.0018
< | 0.0139£0.0024 J
[«}]
[«
o
7
0.0114

B16F1  B16F10

Figura 30 Valoarea medie a parametrului SLOPE a fost calculata pentru fiecare experiment reprezentand media a doua
godeuri; pentru fiecare sublinie SLOPE a fost calculat intre momentul de 480 min, n care valorile IC erau similare
pentru cele doua sublinii, si intre momentele de valoare maxima ale IC pentru fiecare sublinie (103 h pentru F1 5i 92 h
pentru F10).
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Analizand figura 29, putem afirma ca in mare, IC se comporta similar pentru cele
douad sublinii, reflectand etapele adeziunii celulare, raspandirii si proliferarii.

Desi cele doua curbe IC sunt asemanatoare, punctul maxim are valoare mai mare si
este atins mai repede in cazul celulelor B16F10, ca o consecinta a capacitatii de diviziune
mai mare a acestei sublinii (27). In plus, panta curbei IC are valoare mai mare pentru
sublinia B16F10 (figura 30).

Rezultatele testelor clonogenice

100 de celule din subliniile B16F1 si B16F10 au fost insamantate in triplicat in vase

Petri de 6 cm si incubate la 5% CO2, 37 °C pentru 2 saptdmani; coloniile rezultate au fost

fixate cu formaldehida si colorate cu cristal violet [82].

Figura 31 Imagini ale coloniilor celulare B16F1 (a) si BI6F10 (b) 100 de celule au fost insamdntate In fiecare vas Petri
de 6 cm si incubate la 5% CO2, 37 °C pentru 2 saptamani; coloniile rezultate au fost fixate cu formaldehida si colorate
cu cristal violet [2].

Coloniile au fost fotografiate cu aparatul Canon PowerShot SX120 IS, 10 MP, digital
zoom 4x. Informatii despre numarul coloniilor si aria coloniilor au fost extrase prin
prelucrarea imaginilor cu o secventa de procesare originala (figura 32) creata in platforma
CellProfiler [83, 84].

u7 CellProfiler 2.1.1 (rev 6c2d896): vio cu 10 px minim.cpproj (C:\Users\Violeta\Desktop\Procesare celule Vio\Cu Cell Pr.. = o
File Edit Test DataTools Window Help

=

Figura 32 Secventa de procesare CellProfiler dezvoltata pentru prelucrarea imaginilor coloniilor
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Secventa de procesare are ca material de intrare o imagine a coloniilor celulare

(figura 33) si realizeaza automat operatiuni de segmentare, identificare si masurare a
obiectelor ( figurile 34-36).
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Figura 34 (a) imagine inversata in alb-negru; (b) identificarea marginii tuturor obiectelor; (c) completarea conturului

obiectelor prin aplicarea unei transformate Fourier

Figura 35 identificarea obiectelor ca fiind contururile Tnchise
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Figura 36 Afisarea datelor: numarul si aria coloniilor

Datele de iesire ale secventei de procesare CellProfiler constau in: numdrul de
colonii si aria totala a coloniilor,
36
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Figura 39 Aria medie pe colonie
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Numarul coloniilor produse de cele doua sublinii este similar, in jur de 60 de colonii
pe vas (p = 0.59) (figura 37). Aria totala a coloniilor si ca rezultat aria medie pe colonie
sunt mai mult decat duble in cazul F10 decat in cazul F1 (figura 38 si 39).

Rezultatele testelor clonogenice si analizelor RTCA confirma capacitatea mai
ridicata de proliferare a F10 fata de F1; F10 are un IC mai mare (figura 29) si a dezvoltat
colonii mai mari (figura 39).

Concluziile studiului 2

Celulele cu potential metastatic ridicat (B16F10) au prezentat indice de refractie mai
mare (intre 1.3908 si 1.4181), densitate de masa uscata mai mica (0.8003 £ 0.1771 pg/pm2
fata de 1.4261 + 0.0844 pg/um?2) si profil unimodal al distributiei de fazd in QPI. Celulele
cu potential metastatic scazut (B16F1) au prezentat valori ale indicelui de refractie
semnificativ mai scazute (intre 1.3546 si 1.3653), densitate de masa uscata mai mare si
profil bimodal al distributiei de faza in QPI.

Rezultatele metodelor standardizate au confirmat rata de proliferare mai ridicata a
celulelor B16F10 decat a celulelor B16F1. Indexul celular a avut o valoare mai mare si a
atins valoarea maxima mai repede pentru sublinia B16F10 decat pentru B16F1. Coloniile
dezvoltate de B16F10 au fost mai mari decat cele dezvoltate de B16F1.

Concluziile acestui studiu indica asocierea dintre analiza de bimodalitate a QPI,
indicele de refractie si densitatea de masd ca fiind un biomarker promitator pentru

diferentierea capacitatii de metastazare a celulelor.

Concluzii si contributii personale

Lucrarea prezenta s-a realizat pe baza unei 0 ample activitati de cercetare concentrata
pe caracterizarea celulelor in culturd folosind mai multe metode microscopice
particularizate urmatoarelor situatii: electroporarea celulara si malignitate celulara.

Aceste studii sunt complet justificate in contextul in care in domeniul biomedical
este nevoie de metode imagistice non-invazive noi, care sa permita inregistrarea unui profil

largit al caracteristicilor biofizice celulare.
Concluziile tezei de doctorat:

- DHM se dovedeste a fi un instrument valoros in monitorizarea dinamicii celulare
pe parcursul procesului de electroporare si in identificarea caracteristicilor optice ale

celulelor metastatice.
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- Utilizdnd caracteristicile unice ale acestei tehnici (mentinerea viabilitatii celulare,
fara substante de colorare si fixare, fara fluorofori, fard scanare, vitezd de inregistrare
limitata doar de viteza de achizitie a camerei), au fost masurati, in premierd, pentru celule
atasate electroporate si celule ne-electroporate mentinute in aceleasi conditii
experimentale, parametrii biofizici relevanti pentru modificarile induse de electroporare in
continutul si morfologia acestora: indicele de refractie celular si indltimea (parametrii
locali) profilul de faza, masa uscatd, si aria proiectata (parametrii globali).

- Au fost aduse informatii valoroase despre dinamica transmembranara a apei pe
parcursul electroporarii celulare si au fost confirmate cunostintele actuale legate de
orizontul de timp in care se desfasoarda fenomenul de resigilare membranara in urma
electroporarii.

......

- Au fost propuse metode de determinare a variabilitatii induse de forma si marimea
celulelor in eficienta electroporarii, prin cinetica incorporarii de iodura de propidiu
urmdrita in microscopie de fluorescenta. in conditiile experimentale date, celulele cu factor
excentricitate mai mic se electroporeaza mai repede.

- Au fost masurate, prin algoritmul DIPA, dezvoltat special pentru prelucrarea
imaginilor de microscopie standard in lumina vizibild, modificarile de arie si diametru
pentru celule atasate electroporate si celule ne-electroporate mentinute in aceleasi conditii
experimentale. Celulele atasate electroporate prezintd o scadere de arie semnificativa fata
de cele neelectroporate.

- Prin utilizarea programului DIPA s-a reusit extragerea de informatii morfologice
din imagini cu contrast foarte slab si cu grade diferite de iluminare.

- Caracteristicile optice ale celulelor maligne au fost investigate prin DHM, scopul
fiind definirea unei ,,amprente optice” care sa fie utilizata pentru detectia timpurie si
precisa a malignitatii aflata in stadiu metastatic.

- Celulele cu potential metastatic ridicat (B16F10) au prezentat indice de refractie
mai mare si densitate de masa uscata mai mica decét celulele cu potential metastatic scazut
(B16F10.

- A fost utilizata in premiera analiza de bimodalitate a distributiei fazei in imaginile
QPI inregistrate pentru celule vii: au fost gasite profil bimodal in cazul B16F1 si profil
unimodal in cazul B16F10.

- Rata de proliferare a celulelor B16F10 a fost confirmata prin metodele standard

(impedantmetrie si teste clonogenice) ca fiind mai mare decét a celulelor B16F1
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- A fost dezvoltata o secventa originala de extragere a caracteristicilor coloniilor din
imaginile digitale inregistrate cu o camera digitala foto, care a fost utilizatd pentru
numadrarea $i caracterizarea coloniilor crescute.

- Asocierea dintre analiza de bimodalitate a QPI, indicele de refractie si densitatea de
masa a fost propusa ca nou biomarker pentru diferentierea capacitatii de metastazare a
celulelor.

- Metodele informatice dezvoltate aduc avantaje specifice prelucrarilor automate,
care vor fi folosite in experimente ulterioare: sunt mai rapide si acuratetea datelor obtinute

este mai mare decat in cazul prelucrarii manuale expuse erorii umane.

Perspective

- In perspectiva monitorizirii proceselor declansate de aplicarea pulsului chiar in
timpul aplicarii acestuia, sau pe intervale de timp mai mici (mili si microsecunde) decat
cele monitorizate in acest studiu, se propune inregistrarea hologramelor cu o viteza de
achizitie mult mai mare (3000 fps), astfel incat sa ne putem adresa fenomenelor din etapa
de permeabilizare membranara si sa masuram fluxurile transmembranare.

- In vederea reconstituirii la nivel global celular a fenomenelor provocate de
electroporare, se propune realizarea hartii 3D a indicelui de refractie si inaltimii celulare,
inregistrand hologramele celulelor atasate intr-un dispozitiv dual-wavelenght DHM.

- Metoda de analizd a amprentei optice a celulelor metastatice propusa poate fi
extinsd de la analiza unei singure celule la analiza unei populatii celulare sau a unui tesut.
Existand posibilitatea de miniaturizare si automatizare, Inregistrarea semnalului optic de
faza cu dispozitive portabile in Situ, urmatd de procesarea automata a datelor ar putea avea
potential clinic, contribuind la optimizari in domeniul terapiilor anti cancer.

- Evaluarea potentialului metastatic se adreseaza, ca studiu fundamental, unui
domeniu de mare interes in oncologie: evaluarea riscului de recidivd si preventia
recurentelor cancerului. Continuand cercetarile fundamentale in directia identificarii
caracteristicilor biofizice modificate in transformarea maligna, pot fi dezvoltate noi

tratamente care sa tinteasca alterarea modificarii biofizice identificate.
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