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Procedeu de selectie a celulelor tumorale circulante de adenocarcinom de

colon pentru analiza prin citometrie in flux
Griciuk DE STAT #eNTRU INVERTH §I .w,mi
Cerere g2 brevet de inveniie

Nr, L& 20/ QO%@‘\J""

1. Introducere: Pata depozit 21092018

De-a lungul timpului cancerul a constituit unul dintre cauzele majore ale mortalitatii in

randul oamenilor, in special incepand cu secolul XX. Acest motiv a dus la dorinta tot
mai mare a oamenilor de a cerceta, descoperi si combate aceasta boala precum si
de a intelege mecanismele de actiune, cauzele si metodele de prevenire a dezvoltarii
acestei boli devastatoare. Devreme in timpul formarii si cresterii unei tumori primare
(de exemplu: de san, de colon, de plaman sau de prostata), o parte din celule se
desprind si ajung in circulatia sangvina (10° cel/1g tesut tumoral/zi) [1,2]. Aceste
celule circuld in sangele periferic al pacientilor (1-10 cel/1ml sange periferic) singure
sau grupate in clustere de dimensiuni variate [3—6]. Analiza acestor celule tumorale
circulante (CTCs) provenite din tumori diagnosticate anterior estede fapt o "biopsie
lichidd" in timp real, care aduce informatii deosebit de valoroase pentru realizarea
prognosticului si pentru modularea terapiei [7]. Avantajele acestei metode de
monitorizare fatd de metodele de laborator (markeri tumorali serici) si imagistice
recomandate in prezent (CT, RMN, ecografie, etc) sunt multiple [8], printre ele
amintim: (i) sensibilitate crescuta, (ii) specificitate, (iii) caracter informativ cu privire la
aspecte fenotipice, (iv) caracter cantitativ si (v) rapiditate.

Majoritatea pacientilor diagnosticati cu cancer nu prezintd metastaza detactabild
clinic. Cu toate acestea, recidiva si progresia la distanta sunt cele mai frecvente
cauze ale mortalitatii la pacientii care sufera de cancer, ceea ce indica o urgenta in
dezvoltarea strategiilor de prevenire a metastazelor. in Statele Unite ale Americii,
cancerul colorectal este al treilea cel mai frecvent tip de cancer care cauzeaza
moartea atat in cazul femeilor cat si in cazul barbatilor [9]. Pacientii diagnosticati cu
cancer colorectal in stadiu incipient sufera rezectie tumorald chirurgicala cu scopul
vindecarii prin indepartarea tumorii, dar 20-30% dintre acesti pacienti ajung s& sufere
de metastaza in urmatorii 5 ani de la operatie. Acest lucru sugereaza ca un proces
ascuns de dezvoltare a metastazei era deja in curs de desfasurare sau celulele

tumorale viabile cu potential metastazic proliferativ s-au integrat in circulatia
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sanguina de la situsul tumorii primare Tn timpul rezectiei chirurgicale care a cauzat
recidivarea bolii in cazul acestor pacienti. Celulele circulante tumorale prezente in
sange sunt deseori detectate atat in stadii incipiente cat si in stadii avansate ale
pacientilor cu cancer si au fost considerate un pronostic in majoritatea tumorilor de
tip epitelial incluzand san, colorectal [10], cancer de prostatd, ovarian [11] si alte
tipuri de cancere ginecologice. A fost recunoscuta importanta lor tot mai mare in
dezvoltarea bolii si astfel au fost initiate mai multe studii atat pe animale de laborator
folosite ca si modele, cat si pe studii in cohortd. In special, detectarea celuleor
circulate tumorale la pacientii care prezintad stadiul incipient de dezvoltare a bolii si
prezinta risc de dezvoltare a metastazei pot beneficia de terapie cu adjuvanti dupa
rezectia tumorii primare.

Prezenta celulelor tumorale circulante in circulatia pacientilor bolnavi de cancer a fost
evidentiatd pentru prima datd de Thomas Ashworth in 1869. Dupa aproape 150 de
ani de la aceasta observare, importanta detectarii celulelor circulante tumorale cat si
caracterizarea lor molecularad a devenit evidentd [12]. Celulele tumorale circulate pot
fi izolate intr-o manierd noninvaziva si astfel pot fi utilizate ca si o "biopsie lichida”
pentru a putea urmari dezvoltarea tumorii pacientului de-a lungul tratamentului.
Aceste celule pot furniza informatii semnificative pentru o intelegere mai buna a
biologiei tumorii si a diseminarii celulelor. Caracterizarea lor moleculard ofera un
potential unic in intelegerea mai buna a biologiei metastazei si a rezistentei acesteia
la terapiile aplicate [13]. Analiza celulelor tumorale circulante prezintd un domeniu

promitator atat pentru stadiile incipiente, cat si pentru stadiile avansate de cancer.

Detectarea celulelor tumorale circulante si caracterizarea lor moleculara sunt extrem
de provocatoare deoarece aceste celule sunt prezente in numar foarte mic, iar
cantitatea de proba disponibila este relativ mica. Detectarea celulelor tumoarale
circulante a fost demostrata ca fiind de o reala utilitate in managementul clinic al
pacientilor diagnosticati cu cancer de tip solid, astfel numeroase sisteme de analiza
pentru detectarea, izolarea si caracterizarea acestor celule au fost dezvoltate. Astfel,
noi arii de cercetare au fost directionate spre dezvoltarea unor teste noi ce presupun
caracterizarea moleculard a celulelor tumorale circulante. A fost observatd o
heterogenitate mare a celulelor tumorale circulante, chiar si la acelasi individ, atunci

cand a fost realizat profilul unei celule tumorale circulante unice de dimensiuni mari si
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prin masurarea directd a expresiei genice intr-o celula circulanta tumorald unica.
Oricum, numeroase fintrebari rdman fara raspuns atunci cand privim la biologia
celulelor tumorale circulante, in privinta unei metode optime de numérare si
caracterizare, precum si in dezvoltarea unei metode clinice acceptate de platformele
medicale [14]. Tintele cerecetarilor privind potentialul clinic al celulelor tumorale
circulante includ: estimarea riscului de recidiva sau de progresare a metastazei,
observarea in timp real a eficientei tratamentului asupra unui pacient, identificarea
tintelor terapeutice si a mecanismelor de rezistentd, intelegerea dezvoltarii

metastazei in tipul de cancer pe care il are pacientul.

Tehnici de detectie a celulelor tumorale circulante
Tehnicile de detectie a celulelor tumorale circulante cuprind doua parti: abordari
privind imbogatirea /izolarea (tehnici morfologice si imunologice) si abordari privind
detectia (tehnici citometrice si pe baza acizilor nucleici).

Metode de imbogatire a celulelor tumorale circulante

Metodele de mbogatire a celulelor tumorale circulante sunt bazate pe aspecte
morfologice ale celuelor tumorale circulante (marime si densitate) sau pe selectia
celulelor tumorale folosind metode de imunoseparare. Majoritatea acestor metode
includ un pas de imbogatire initial, cum ar fi centrifugarea in gradient de densitate,
filtratea in functie de marime sau separarea imunomagneticd pentru a creste
probabilitatea detectiei celulelor aflate in numar foarte mic [15].

1. Separarea in functie de densitate

Bazele separirii celulelor in functie de densitate sunt date de migrarea diferitd a
celulelor in timpul centrifugarii, in conformitate cu densitatea lor, ceea ce ducea la o
separare a diferitelor tipuri de celule in straturi distincte. Particulele mai usoare, ceea
ce includ celulele tumorale si cele mononucleare, precum si plasma, raman la
suprafata, iar particulele mai grele, incluzand eritrocitele si neutrofilele, migreaza
catre baza tubului de centrifuga. Separarea in gradient de densitate a celulelor
tumorale circulante din cancerul pulmonar a fost realizatd folosind metode Ficoll-
hypaque sau Oncoquick pentru a separa celulele tumorale circulante si celulele
mononucleare de alte tipuri celulare din sdnge. Comparand procedura conventionald
cu Ficoll, tehnica Oncoquick a fost dezvoltata pentru a evita contaminarea straturilor
de celule unul cu altul in urma centrifugarii, utilizand membrane poroase [16].

2, Separarea in functie de marime

¢
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Abordarile in privinta separarii care au la baza colectarea celulelor in functie de
marime, sunt deasemenea folosite. Majoritatea leucocitelor din sangele periferic
masoara intre 8-11 microni si sunt mai mici decat celulele tumorale circulante
provenite din cancere de origine epiteliald. Astfel, ele pot fi usor indepartate din
probad prin filtrarea printr-o membrana poroasa de policarbonat. Cele mai folosite
intrumente ce utilizeazd membrane cu microfiltru au fost aplicate cu diferite abordari
in privinta filtrarii, cum ar fi izolarea in functie de marime a celulelor tumorale
epiteliale (ISET). Printre metodele directe utilizate in detectia celulelor tumorale
ciculante, tehnologia ISET fovorizeazasepararea substantialda a celulelor tumorale
ciculante in cancerul pulmonar [17]. Mai mult decéat atat, deoare aceste celule sunt
disponibile pentru analiza histopatologica, aceastda metoda conferd specificitate
pentru identificarea diferitelor fenotipuri ale celulelor tumorale ciculante.

3. Separarea imunomagnetica

Una din cele mai utilizate metode de imbogatire este cea imunomagnetica folosind
markeri specifici care sunt exprimati pe suprafata celulelor tumorale circulante.
Implicd un "pat imunologic magnetic” si un sistem bazat pe ferofluid. Sunt utilizate
doua caracteristici in procedeele de izolare imunologica curente: markerii specifici
celulelor epiteliale (molecula de adeziune epiteliale: EpCAM si citokeratine: CK),
care sunt exprimati de celulele tumorale de origine epiteliald si markeri tumorali
specifici care sunt exprimati de unele tipuri de celule tumorale. Aceste abordari
folosesc anticorpi care se leaga de proteine tintd prezente pe suprafata celulelor si
acopera atat strategiile de selectie pozitiva, cat si strategiile de selectie negativa. Din
cauza absentei antigenelor tumorale specifice, proteinele specifice celulelor
epiteliale, cum ar fi EpCAM si CK au fost utilizate pentru selectia pozitiva a celulelor
tumorale circulante, iar anticorpi pentru antigene specifice de pe suprafata
leucocitelor, cum ar fi CD45 au fost utilizate pentru a epuiza leucocitele din probele
de sange in cazul selectiei negative. Izolarea imunomagneticd este realizata cu
anticorpi monoclonali cuplati cu bile magnetice; un magnet puternic si permanent e
utilizate pentru a izola celulele tumorale ciculante de leucocitele din mediu folosind
forta magnetica.

Metode de detectie a celulelor tumorale ciculante

Metodele de detectare a celulelor tumorale circulante pot fi clasificate sumar in dou

grupe: abordari citometrice si abordari bazate pe studiul acizilor nucleici. Tehnicile

\L/
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bazate pe citometrie utilizeaza abordari imunocitochimice utilizate pentru a analiza si
caracteriza diferite celule tumorale; tehnicile bazate pe studiul acizilor nucleici
detecteazd secventele ADN sau ARN care au modele distincte de expresie in
celulele tumorale si le compara cu secventele ADN sau ARN din celulele sanguine
normale.

1. Abordari imunocitochimice

In imunocitochimie, celulele, pentru a fi detectate sunt atasate pe un suport solid
pentru o manipulare mai usoara. Dupa fixare, celulele sunt captusite cu unul sau mai
multi anticorpi. Alegera markerilor petriviti este o provocare, pentru ca antigenele
exprimate doar de cétre celulele tumorale circulante sunt foarte putine. Anticorpii
specifici antigenelor de pe suprafata celulelor epiteliale, cum ar fi EpCAM si CK, sunt
cei mai utilizati markeri pentru detectia celuleor tumorale de origine epiteliala.
Anticorpii pentru proteine specifice celulelor epiteliale pot indica daca si cat de multe
celule tumorale circulante sunt prezente, iar anticorpii specifici leucocitelor pot fi
utilizatti pentru a evita rezultatele fals pozitive. Colorarea poate fi realizatd folosind
anticorpi primari cu etichete detectabile (cum ar fi molecule fluorescente) sau cu
anticorpi secundari detectabili care sad se lege de anticorpii primari. Aceste aplicatii
de etichetare utilizeza reactii enzimatice colorate sau tehnici de fluorescenta, iar
pentru vizualizare se foloseste lunima sau microscopul cu fluorescenta. Céateva
tehnici de imunofluorescentd sunt utilizate in prezent pentru a formula o valoare
limitéd de detectare. Dispozitivele automate de scanare (sistemele automatizate de
imagistica celulara (ACIS)) stimuleaza detectarea celulelor tumorale ciculante in timp
ce diminueaza discrepanta dintre observatori si includ tehnologia de scanare cu
fisiere optice, citometrul de scanare cu laser si citometria in flux.

2, Tehnici bazate pe analiza acizilor nucleici

ADN-ul circulant liber poate fi eliberat atat din celulele di tumora primara, cat si din
tumora metastaticd sau din celulele tumorale circulante apoptotice. Astefel, detectia
ADN-ului in plasma poate avea doar insemnatatea prezentei acizilor nucleici
circulanti si nu a celulelor tumorale ciculante, sugerand ca prezenta ADN-ului ciculant
in circulatia sanguina nu are relevanta in detectarea celulelor tumorale circulante. O
strategie alternativa ce se bazeaza pe studiul acizilor nucleici, este detectarea ARNm
asociat tumorilor prin reactia PCR revers-transris (RT-PCR), care, la ora actuald,
este una dintre cele mai utilizate metode in toatd lumea pentru detectarea celulelor

tumorale ciculante la pacientii cu cancer pulmonar [18]. Recent, numeroase studii au
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utilizat RT-PCR si variante ale acestei tehnici pentru detectarea celulelor tumorale
circulante la pacientii cu cancer pulmonar prin evaluarea expresiei markerilor asociati
tumorii (cum ar fi ARNm pentru CEA, ARNm pentru LUNX, ARNm pentru CK19) in
circulatia periferica. Avantajul abordarilor bazate pe studiul ARN-ului pentru detectia
celulelor tumorale circulante este aceea ca degradarea ARN-ului eliberat din celule
este foarte rapida in probele de sange. Prin urmare, transcriptii detectabiliai ARN
dintr-o proba sunt viabili in celulele tumorale. ARN-ul total este extras din celule prin
metrode standard si transcris la ADNc folosind reverstranscriptaze. Ulterior,
amplificarea PCR e realizatd cu ADNc folosind primeri specifici transcriptului de
interes.

Pentru a creste sensibilitatea, o reactie PCR aditionala ce utilizeaza caaiva primeri
poate fi realizata pe produsul de amplificare al primei reactii (nested PCR). Ambele
controale, pozitive au negative, sunt folosite in aceste reactii. In plus, genele
housekeeping, cum ar fi gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) si actina-B
sunt utilizate pe post de control intern pentru a optimiza calitatea ARN-ului si pentru a
normaliza nivelul de expresie al genelor de interes.

Desi detectia si numararea celulelor tumorale circulante in scopuri de cercetare se
face utilizand mai multe tehnologii, singurul sistem omologat (acreditat FDA - Food
and Drug Administration SUA) este sistemul inchis CellSearch® (Janssen Diagnostic
LLC) [19]. Strategia de detectie a celulelor circulante provenite din tumori cu ajutorul
acestui sistemse bazeaza pe utilizarea unor kituri specifice [19, 20] care contin
nanoparticule magnetice (asa numitele ferrofiuids) cuplate cu anticorpi anti-EpCam
(clona 1gG1 Vu1d9), anti-CK8,18 si 19 (clona C11) si anti-CD45. in plus, kitul mai
contine si DAPI pentru marcarea nucleilor. Astfel, cu ajutorul acestui kit se realizeaza
(i) o selectie pozitiva a celulelor (pe baza markerilor EpCam, CK8, 18 si 19 si DAPI)
si (ii) o selectie negativa a celulelor (pe baza markerului leucocitar CD45). Concret,
in prezent celulele nucleate (DAPI+) in populatia de celule EpCam+ gi CK+ din
celulele CD45- sunt considerate de interes (EpCam+/CK+/DAPI+/CD45-).

Spre deosebire de sistemul mai sus mentionat, noi ne propunem s utilizam pentru
detectia si numararea CTCs o tehnologie care sta la baza diagnosticului patologiilor
hematologice in intreaga lume: citometria in flux. Aceasta tehnologie consta in
marcarea fluorescentd cu anticorpi specifici, a markerilor celulari de interes si
detectia semnalului fluorescent rezultat cu ajutorul unui instrument omologat pentru
diagnostic in vitro (IVD) — citometrul in flux [21].

A\ Z
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Propunem aceastd abordare in contextul in care, celulele tumorale circulante
exprima in afara celor doi markeri epiteliali utilizati la ora actualdsi o serie de
antigene specifice tipului tumoral de origine. Astfel, alegerea markerilor pentru
analize imunocitochimice prin citometrie in flux se poate face in primul rand pornind
de la tipul de cancer diagnosticat si apoi, in functie de gradul de dediferentiere al

celulelor circulante.

2. Materiale si metode
A. Material biologic

Model celular in vitro

In acest studiu au fost utilizate celule tumorale de adenocarcinom de colon,
apartinand liniei celulare HT-29 (ATCC, HTB-38). Celulele HT-29 au fost cultivate in
mediu de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s Medium low glucose (DMEM Ig)
(Sigma-Aldrich, cod D2902), suplimentat cu 3,5 g glucoza, 1,5 g NaHCO3, 1%
antibiotic-antimicotic (ABAM) (Sigma-Aldrich, cod A5955) si 10% ser fetal bovin
(SFB) (Gibco, cod 10106-151). Incubarea s-a realizat la 37°C, intr-o atmosfera
umeda de 5% CO2, iar mediul de cultura a fost schimbat la fiecare trei zile. Pentru
multiplicare, celulele HT-29 ajunse la confluenta au fost desprinse de pe substrat cu

o solutie de 2,5% tripsina — 0,53mM EDTA si recultivate la o densitate celulara
inferioara.

Probele de sange
Probele de sange au fost recoltate de personal calificat, cu respectarea tuturor

procedurilor medicale si in acord cu reglementarile Declaratiei de la Helsinki. Probele
de sange au fost furnizate in scopuri de cercetare de LotusMed, laborator
subcontractat de OncoTeam Diagnostic in cadrul proiectului de cercetare
19PTE/2016 Tumflow finantat de UEFISCDI (Aprobarea Comisiei de etica a
OncoTeam Diagnostic SRL: 1/01.09.2016). Toate studiile in vitro cuprinse in acest
material au fos executate in cadrul Universitatii din Bucuresti si sunt parte integranta
a proiectului de cercetare mai sus mentionat. Acest studiu a primit aprobarea
Comisiei de Etica a Universitatii din Bucuresti: 1/28.02.2018.

B. Validarea unui panel de markeri pentru detectia si numararea celulelor tumorale
colorectale circulante

{/
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Conform literaturii de specialitate (Virgo si Gibbis, 2012) celulele tumorale colorectale
circulante exprima pe suprafata lor markerii: EpCam, Her2, EGFR, panCK, c-MET,
MUC-1 si SOX2. Fata de aceste antigene a fost creat un panel de anticorpi direct
cuplati cu fluorocromi. Alegerea anticorpilor cuplati cu fluorocromi a depins de
caracteristicile citometrului in flux utilizat pentru detectie (dotarea cu lasere de
excitatie si cu filtre pentru detectia lungimilor de unda de emisie) si de suprapunerile
spectrale ale spectrelor de emisie a fluorocromilor. Astfel, panelul de anticorpi creat
pentru detectarea si numararea celulelor tumorale colorectale ciculante este
prezentat in tabelul 1.

Tabelul 1: Panelul de anticorpi utilizat pentru detectia si numararea prin citometrie in

flux a celulelor tumorale colorectale circulante

Marker Fluorocrom
+ EpCam FITC
+HER2 PerCp Cy 5.5
+EGFR APC
+panCK AF 647
c-MET AF700
+MUC-1 AF750
+S0X2 PB

Validarea acestui panel a fost realizatd prin doud metode: microscopie de
fluorescentd si citometrie in flux, folosind celule tumorale de cancer colorectal
apartinand liniei HT-29.

a) Validarea expresiei markerilor prin microscopie

Pentru validarea expresiei markerilor prin microscopie, celulele au fost insamantate
pe coverslip la densitatea de 2.5 x 10 celule/proba. Dupa 24h celulele au fost fixate
si permeabilizate cu kit-ul Fix and Pearm (Nordic MU BIO) conform indicatiilor
producatorului.

Protocol de lucru

o Se fixeaza monostratul celular cu 100 pl/proba din reactivul A (mediu de
fixare, depozitat si utilizat la temperatura camerei);

° Se spala monostratul cu 5 ml tampon fosfat salin;
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° Se permeabilizeaza si se marcheaza fluorescent celele cu 100 pl din reactivul
B (mediu de permeabilizare) si 20 pl din anticorp monoclonal conjugat: EpCam-FITC
(StemCell Technologies, code: 60136FIl), Her-2-PerCp Cy5.5 (Biolegend, code:
324416), EGFR-APC (Biolegend, code: 352906), panCK-AF647 (Santa-Cruz
Biotechnology, code: sc-8018-AF647), c-MET-AF700 (Novusbio, code: FAB3582N),
MUC-1-AF750 (Novusbio, code: FAB6298S) si Sox-2-PB (Biolegend, code: 656112)
° Se spala celulele cu tampon fosfat salin;

. Se analizeaza la microscop.

Pentru analiza celulelor prin microscopie a fost utilizat si marcajul fluorescent DAPI
pentru vizualizarea nucleilor. Analizarea celulelor a fost facuta la microscopul
confocal Carl Zeiss utilizand softul Zen 2010, versiunea 6.0.

b) Validarea expresiei markerilor prin citometrie in flux

S-au insamantat celule in placi cu 6 godeuri la densitate de 0.3 x 10° celule/godeu.
Dupa 24h s-au desprins celulele prin tratat enzimatic cu tripsind si EDTA, s-au
centrifugat, iar peletul celular a fost prelucrat folosind kitul Fix and Pearm (Nordic MU

BIO), conform protocolului de mai jos:

Protocol de lucru

o Celulele au fost fixate cu 100 pl/proba din reactivul A (mediu de fixare);

o Dupa fixare, celulele au fost spalate prin adaugarea a 5 ml tampon fosfat
salin/proba si centrifugare 5 min la 300 g;

. Dupéa inlaturarea supernatantului peste peletul de celule se adauga 100
Hl/proba din reactivul B (mediu de permeabilizare) si 20 pl din anticorpul monoclonal
conjugat potrivit: EpCam-FITC (StemCell Technologies, code: 60136FI), Her-2-
PerCp Cy5.5 (Biolegend, code: 324416), EGFR-APC (Biolegend, code: 352906),
panCK-AF647 (Santa-Cruz Biotechnology, code: sc-8018-AF647), ¢-MET-AF700
(Novusbio, code: FAB3582N), MUC-1-AF750 (Novusbio, code: FAB6298S) si Sox-2-
PB (Biolegend, code: 656112);

. Se vortexeaza la vitezd mica pentru 1-2 secunde;

. Se incubeaza la 15 min la temperatura camerei;

o Celulele se spala cu tampon fosfat salin cum a fost decris anterior;

/g
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. Se inlaturd supernatantul iar celulele se resuspenda in lichid de teaca pentru

citometru pentru analiza imediata sau in 0.5 mi formaldehida 1.0% si se depoziteaza
la 2-8°C la intuneric;

. Analiza celulelor fixate se face in 24 de ore.

Pentru analizarea probelor s-a folosit citometrul in flux Gallios (Beckman Coulter) si

softul Gallios.

C. Selectia celulelor tumorale dintr-o proba de sange

Pentru detectia celulelor tumorale colorectale circulante s-au introdus 10° celule HT-
29 (adenocarcinom colorectal) intr-o proba de sange.

Proba astfel obtinutd a fost supusa in prima faza unui proces de izolare a celulelor
nucleate din sange cu ajutorul kitului Limpho prep (StemCell Technologies, Canada).
Apoi s-a realizat depletia celulelor CD45" din fractia anterior obtinutéd cu ajutorul kit-
ului RosetteSep™ Human CD45 Depletion Cocktail (StemCell Technologies,
Canada).

Protocol de lucru:

o Se adauga in proba de sange care contine 10° celule HT-29 50 pl mix
preparat in conformitate cu indicatiile kitului de depletie CD45" RosetteSep™ ;

. Se incubeaza la temperatura camerei 20 min;

o Se diluazad proba intr-un volum de 1:1 cu mediul recomandat si se amesteca
usor;

o Se adauga mediul pentru formarea gradientului de densitate din kitul
Limphoprep;

. Se centrifugheaza la 1200g pentru 20 min;

o Se colecteaza fractia de celule mononucleate care este imbogétita cu celule
CD45' si se transfera intr-un tub novu;

o Fractia colectata se spala cu mediul recomandat;

. Se centrifugheaza la 300g timp de 10 min;

. Se repeta etapa de spalare si centrifugare; probele au fost analizate imediat in
citometru.

11
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3. Rezultate
A. Validarea panelului de markeri
Panelul de markeri selectati a fost testat si validat atat printr-o metoda calitativa
(microscopie) cat si printr-o metoda cantitativa (citometrie in flux).
1. Validarea panelului de markeri prin microscopie

Pentru validarea expresiei markerilor de interes de catre celulele HT-29 s-a
realizat marcajul fluorescent cu anticorpii specifici. Imaginile de micrsocopie captate
la microscopul confocal Carl Zeis sunt prezentate in figura 1 si aratd ca in urma
realizarii marcajului fluorescent cu DAPI, toti nucelii celulari din probele analizate au
fost marcati fluorescent (albastru). Cu toate acestea, semnalul fluorescent pentru
antigenele tinta a fost pozitiv doar in cazul EpCam si panCK (fig. 1 a si d).
Fig. 1 prezinta imagini de microscopie de confocala realizate prin analiza celulelor
tumorale de adenocarcinom de colon marcate fluorescent cu: a) anticorp anti-EpCam
- FITC, b) anticorp anti-Her2-PerCp Cy5.5, ¢) anticorp anti-RGFR-APC, d) anticorp
anti-panCK-AF647, e) anticorp anti-c-MET-AF700, f) anticorp anti-MUC-1-AF750 si
anticorp anti-Sox-2-PB; nucleii celulari au fost marcati cu DAPI (fluorescenta
albastra).

In_concluzie, prin microscopie a fost posibil3 validarea markerilor EpCam si panCK

din panelul initial selectat.

2. Validarea panelului de markeri prin citometrie in flux

Citometria in flux a fost utilizatd ca metoda cantitativa, cu o sensibilitate crescuta,
pentru detectia expresiei markerilor de interes. Pentru realizarea analizei, s-a realizat
un set de probe marcate cu anticorpii de interes direct cuplati cu fluorocromi si
controalele lor de izotip prelucrate in mod identic probelor si marcate cu anticorpii:
IgG- FITC (Beckman Coulter, code A07795), igG- PerCp Cy5.5 (Biolegend, code
400149), 1gG- APC (Biolegend, code 400121), IgG- AF700 (Novusbio, code ICO02N),
IgG-AF750 (Novusbio, code 1C002S) and IgG-PB (Biolegend, code 400131)). Astfel,
pentru toti fluorocromii selectati s-a ales si un control de izotip pentru eliminarea
erorilor generate de legari nespecifice.

Pentru analiza in citometrie in flux a fost creat un protocol de lucru la citometrul

Gallios care a presupus generarea urméatoarelor diagrame:

b
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a) diagrama a doi parametrii: FF si FS care ofera informatii cu privire la dimensiunea
si granularitatea celulelor analizate si care are rolul de a afisa populatia de celule
analizate.

b) cate o histograma (diagrama cu cate un singur parametru de fluorescentd) pentru
fiecare detector de culoare utilizat: FL1 pentru FITC, FL4 pentru PerCp Cy5.5, FL6
pentru APC, FL7 pentru AF700, FL8 pentru AF750 si FL9 pentru PB.

Intr-o prima etapd a fost achizitionatd o proba nemarcatd pentru ajustarea
parametrilor FS si SS astfel incat populatia de celule sa fie afisatd in diagrama
FS/SS descrisa mai sus. In continuare au fost achizitionate toate probele marcate cu
controalele de izotip pentru stabilirea zonei de negativitate pe scala de fluorescenta a
histogramelor. Dupa efectuarea acestor ajustéri au fost achizitionate probele marcate
cu anticorpii de interes direct cuplati cu florocromi, iar histogramele rezultate au fost
prezentate in figura 2.

Fig. 2 prezinta histograme de citometrie in flux obtinute in urma analizei celulelor HT-
19 marcate cu a) anticorp anti-EpCam-FITC, b) anticorp anti-Her2-PerCp Cy5.5, c)
anticorp anti-RGFR-APC, d) anticorp anti-panCK-AF647, e) anticorp anti-c-MET-
AF700, f) anticorp anti-MUC-1-AF750 si anticorp anti-Sox-2-PB (citometru in flux
Gallios Beckman Coulter, Software Gallios).

In concluzie, prin citometrie in flux a fost confirmata expresie celor doua antigene
validate prin microscopie: EpCam si panCK si in plus, a fost validata expresia MUC-
1.

B. Selectia celulelor tumorale colorectale circulante

Pentru optimizarea protocolului de detectie a celulelor tumorale colorectale circulante
a fost necesara parcurgerea unei etape de optimizare a selectiei celulelor HT-29 intr-
o proba de sange. Aceasta etapa este esentialad pentru optimizarea protocolului de
imbogétire a probei cu celulele de interes si a constat in depletia celulelor CD45"
(celule nucleate sangvine) dintr-o proba de sénge care contine 108 celule HT-29.
Conform protcolului descris in capitolul de materiale si metode, sectiunea C, cu
ajutorul kitului RosettesSep de depletie CD45", odata cu izolarea fractiei de celule
nucleate s-a realizat depletia celulelor CD45", iar celulele rAmase au fost marcate cu
anticopri anti-EpCam-FITC, anti-panCK-AF647 si anti-MUC-1-AF750 (validati
anterior) si analizate in citometrul in flux Cytoflex (Beckman Coulter).

Protocolul de achizitie si de analiza a inclus urmatoarele diagrame:

1
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a) diagrama cu doi parametri: FS si SS care ofera informatii cu privire la dimensiunea
si granularitatea celulelor analizate si care are rolul de a afisa populatia de celule
analizata;

b) cate o histograma (diagrama cu un singur parametru de fluorescentd) pentru
fiecare detector de culoare utilizat;

c) o diagrama cu doi parametri: FITC si AF647 in care se disting populatiile de celule
pozitive pentru FITC (Celule EpCam pozitive), pentru AF647 (celule panCK pozitive),
si pentru ambele marcaje;

d) o diagrama cu doi parametri: FITC si AF647 in care se disting populatiile de celule
pozitive pentru FITC (Celule EpCam pozitive), pentru AF750 (celule MUC-1 pozitive),
si pentru ambele marcaje;

In figura 3 sunt prezentate histogramele obtinute in urma achizition&rii probei.
Rezultatele aratd ca in urma procesarii probei au fost recuperate celule EpCam,
panCK si MUC-1 pozitve (fig. 3 a, b si c). Mai mult, aceste celule sunt triplu pozitive
pentru markerii analizati (fig. 3 d si e).

Fig. 3 prezinta histograme de citometrie obtinute in urma analizei celulelor izolate
prin depletia celulelor CD45" dintr-o prob4 de sange care contine 10° celule HT-29:
a) histograma pe detectorul pentru FITC (EpCam), b) histograma pe detectorul
pentru AF647 (panCK) si c) histograma pe detectorul pentru AF750 (MUC-1).
Diagrame cu doi parametrii d) FITC (EpCam)/AF647 (panCK) si e) FITC
(EpCam)/AF750 (MUC-1).

Aceste rezultate indica eficienta izolarii celulelor tumorale dintr-o proba de sange
adoptand strategia de selectie negativa, prin depletia celulelor CD45". Rezultatele de
citometrie in flux arata ca 96.04% din celulele izolate au fost pozitive pentru EpCam,
panCK si MUC-1.

4. Concluzii

Am validat prin microscopie confocala si citometrie in flux expresia markerilor
EpCam, panCK si MUC-1 de catre celulele tumorale de adenocarcinom de colon HT-
29 si am optimizat un protocol de selectie a celulelor tumorale colorectale HT-29
dintr-o proba de sange prin depletia celulelor CD45". Verificarea recuperarii celulelor
HT-29 din proba de sange s-a realizat pe baza expresiei markerilor anterior validati

(EpCam, panCK si MUC-1), prin citometrie in flux. Eficienta selectiei a fost de
96.04%.

g
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REVENDICARI

1. Procedeu de selectie a celulelor tumorale circulante de adenocarcinom de colon
pentru analiza prin citometrie in flux caracterizat prin aceea ca proba de sange
periferic (recoltat pe anticoagulant) este ,imbogatita® cu celule tumorale circulante prin
depletia celulelor CD45" din fractia de celule nucleate din sange si marcarea celulelor
rezultate cu anticorpi anti-FITC, anti-panCK-AF647 si anti-MUC-1-AF750 pentru

detectie si numarare in citometru in flux.
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