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Introducere

Detectarea precoce a cancerului reprezintd un subiect de mare interes in prezent, avand in
vedere cresterea incidentei si prevalentei patologiei oncologice la nivel mondial, in acest scop fiind
efectuate numeroase studii si cercetari. Una dintre modalitatile de abordare a acestei probleme este
detectarea intr-o faza cat mai incipienta a elementelor cu posibile caracteristici tumorale. Alaturi
de metodele de screening imagistic precum tomografia computerizata (CT), rezonanta magnetica
nucleard (RMN) sau tomografia cu emisie de pozitroni (PET-CT) si metode minim-invazive de
precum celulele tumorale circulante (CTC) in sangele pacientilor prin metode de inginerie

electrica.

Dielectroforeza (DEP) a apérut ca o tehnica promitatoare pentru manipularea si separarea
celulelor pe baza proprietatilor lor dielectrice, oferind avantaje precum functionarea fara
biomarkeri, randament ridicat si compatibilitate cu alte tehnici de analiza. Prin supunerea celulelor
la campuri electrice neuniforme, DEP exploateaza diferentele inerente in proprietatile dielectrice
ale celulelor pentru a le induce miscarea si separarea spatiala, permitand astfel izolarea CTC-urilor
din probele de sange cu eficientd si puritate ridicate. Mai mult, integrarea DEP cu spectroscopia
dielectrica in banda largd (BDS) faciliteaza caracterizarea cuprinzatoare a CTC-urilor prin
sondarea raspunsului lor dielectric pe o gama larga de frecvente, oferind astfel perspective asupra

proprietatilor lor biofizice si biochimice cu o rezolutie fard precedent.

Tema acestei cercetdri doctorale vine ca un raspuns la situatia actuala privind rolurile DEP si
BDS in domeniul biomedical, cu precadere in domeniul cercetarii oncologice. Astfel, in cadrul
lucrarii este prezentatd o imagine de ansamblu asupra contributiilor tehnicilor DEP si BDS in
caracterizarea CTC-urilor. Sunt aprofundate principiile de baza ale DEP si BDS, este elucidata
ratiunea din spatele integrarii acestor tehnici pentru izolarea si caracterizarea CTC-urilor si sunt
discutate detaliat progresele si provocirile recente in acest domeniu cu evolutie rapida. in plus,
sunt evidentiate potentialele implicatii clinice ale analizei CTC prin DEP si BDS, fiind schitate
directii viitoare de cercetare care vizeaza valorificarea Intregului potential al acestei tehnologii in

lupta impotriva cancerului.



Stadiul actual al cunoasterii

Capitolul 1: Consideratii preliminare privind dielectroforeza si spectroscopia dielectrica de
banda larga

1.1. Dielectroforeza

DEP este miscarea particulelor printr-o fortd de captare intr-un camp electric neuniform atunci
cand particulele si mediul Inconjurator au polarizabilitate diferitd. Polarizarea particulelor
incarcate sau neutre este indusa de un camp electric generat din potentiale de curent alternativ
(CA) sau curent continuu (CC). Particulele polarizate se aranjeaza in diferite miscari, inclusiv
atractia sau respingerea de la electrod prin schimbarea frecventei campului electric aplicat, iar
aceastd miscare este ca raspuns la DEP pozitiv (p-DEP) sau, respectiv, DEP negativ (n-DEP). Acest
comportament al particulelor a fost denumit oficial ,,dielectroforeza” de catre Dr. Herbert A. Pohl,
om de stiintd la Laboratorul de Cercetare Navald din Anacosta, Statele Unite ale Americii. in
lucrarea sa, DEP este definit ca un fenomen observat in miscarea relativd a suspensiilor si a
mediilor care rezulta din fortele de polarizare produse de un camp electric neomogen. De atunci,
cercetarea DEP s-a extins Tn numeroase domenii, precum 1n industrie (inclusiv microfluidica),

biosenzori, studii de mediu si domeniul biomedical (diagnostic si tratament).

Este importantd intelegerea principiilor de baza ale DEP, deoarece acestea ofera context
fundamental pentru toate progresele in modelarea computerizata, tehnicile de fabricatie si stiinta
materialelor care au fost realizate in ultimul deceniu. DEP este miscarea particulelor printr-un
mediu ca raspuns la un camp electric neuniform. Teoria DEP clasicd, cu medie in timp, se bazeaza
pe aplicarea ecuatiilor lut Maxwell la o particuld omogenad, unica, intr-un mediu semi-infinit, unde
gradientul campului electric de-a lungul particulei este mic. In cadrul acestei aproximari, ecuatia
de mai jos poate fi utilizatd pentru a modela forta DEP medie in timp, cu valori pozitive care
semnifica o fortd catre un gradient de camp electric in crestere:

S - -2

(Fpep) = 2R e Re|fou | V| Epms|
In cadrul ecuatiei, termenii reprezintd urmitoarele: m este permitivitatea absoluti a
mediului teoretic infinit si omogen, CM este factorul Clausius-Mossotti dependent de frecventa
legat de polarizabilitatea particulei si a mediului, R este raza particulei si Erms este raddcina medie
patratd a campului electric. Spre deosebire de electroforeza, care se bazeaza pe sarcina unei

particule, forta DEP afecteaza orice material care poate fi polarizat diferential fata de mediul sau
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de suspensie. Factorul Clausius—Mossotti, detaliat in ecuatia urmatoare, este un numar fard unitate
care cuantifica interactiunea dintre particule si mediu In termeni de polarizabilitate complexa si
determind directia fortei DEP. Este scris in forma sa complexa ca:

. & —&n

fem(w) = m
unde atdt permitivitatea complexa a particulei (&,) si a mediului (&;,), cat si conductivitatea
complexa a particulei (0{,‘) si a mediului (o,;,) sunt dependente de frecventa. Relatia specifica factor
Clausius—Mossotti versus frecventa depinde de proprietatile respective ale constituentilor
sistemului. Termenii de conductivitate tind sa domine relatia CM sub 50—-100 kHz si termenii de
permitivitate peste 1 MHz, cu o regiune de tranzitie intre ele. Pentru un gradient de cdmp electric
dat, DEP poate exista la toate frecventele campului electric, altele decat frecventa de incrucisare,
adica Re (CM)=0, unde nu existd o polarizabilitate diferentiald intre particule si mediu. De
asemenea, marcheaza o tranzitie intre regimurile de frecventd CM pozitive si negative, astfel incat
selectia frecventei oferd o parghie suplimentard pentru manipularea particulelor. De exemplu,
celulele de mamifere din solutiile tampon apoase au frecvente de incrucisare negative cu pozitive
in intervalul 1-20 MHz, indiferent de conductivitatea mediului. Alte probe biologice, cum ar fi
bacteriile, multe virusuri, diverse vezicule, structuri complexe de proteine si acizi nucleici prezinta
in mare masura o relatie CM pozitiva in intervalul de frecventd dominat de conductivitate, chiar si
in medii de conductanta ridicata, cum ar fi solutia salind tamponata cu fosfat (PBS) sau plasma.
Este important de retinut ca acesta este un model simplificat de DEP care descrie termenii de
conducere de ordinul intdi. Pentru a modela cu acuratete particule mai complexe care nu sunt

uniform omogene, cum ar fi celulele, au fost dezvoltate modele dielectrice multishell.

Particulele biologice sunt predominant conductoare, in mare parte datoritd mentinerii unei
sarcini statice. Aceasta inseamna ca Intr-un camp de curent continuu, electroforeza va domina orice
efect de translatie DEP. Este necesar un semnal de curent alternativ pentru a media temporar forta
electroforetica asupra particulei. De asemenea, atenueazd Impotriva screeningului ionic al
particulei, electroliza mediului si fluxul electroosmotic. Alegerea frecventei poate controla, de
asemenea, electrochimia in unele cazuri. Factori suplimentari pot afecta si proprietatile electrice
ale constituentilor, cum ar fi concentratia locald de ioni In mediu sau temperatura sistemului. O

preocupare suplimentard pentru majoritatea solutiilor tampon de inalta conductanta relevante din



punct de vedere biologic este cantitatea de activitate electrochimicad care are loc la interfata
electrod-tampon, care, pe langa caldura, poate degrada atét electrodul, cat si produsele biologice

captate 1n apropiere.

Un alt element de interes in ce priveste teoria care std in spatele DEP este legat de
microelectrozii utilizati. Campurile electromagnetice neuniforme necesare pentru a genera fortele
DEP sunt create de microelectrozi modelati folosind diferite metode de microfabricare. Exista
multiple tehnici de fabricare a microelectrozilor, precum gravarea umeda, gravarea cu ioni reactivi,
prelucrarea conventionala, litografie moale, gofrarea la cald, turnarea prin injectie, ablatia cu laser,
constructia in situ si gravarea cu plasma. Totusi, baza pentru majoritatea acestor procese este
fotolitografia. Microelectrozii sunt astfel conceputi in functie de scopul specific al cercetarii.
Geometria electrodului este un factor important pentru a asigura fortele DEP stabile si suficiente
aplicate particulelor induse. Deoarece tehnica DEP afecteaza direct fiziologia celulei, mai multe
efecte electrofiziologice trebuie luate in considerare atunci cand se proiecteazad geometria
electrodului. Factori precum supraincalzirea (efectul Joule) prin aplicarea cAmpului electric pot
provoca deshidratare, distrugerea membranei si moartea celulelor. Nu exista o geometrie specifica
a electrodului care sd fie aplicabild pentru toate aplicatiile de cercetare, fiind necesara

personalizarea electrozilor in functie de scopul studiului.

1.2. Spectroscopia dielectrica de banda larga

Spectroscopia dielectrica in banda largda (BDS) este studiul miscarii dipolilor electrici (de
exemplu, moleculele dipolare) in prezenta unui cdmp electric. A fost inventat de fizicianul olandez-
american Peter Debye in 1912 si poate parea a fi o tehnica potrivitd domeniului fizicii, desi
polarizarea unui sistem prin reorientarea dipolilor moleculari tine foarte mult si de domeniul
chimiei. Prin studierea vitezei si a energiei de activare a rotatiei dipolului, cinetica reactiei si
dinamica moleculara pot fi obtinute concomitent - o performanta care nu este posibild folosind
numai calorimetria sau spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier. Desi fenomene precum
mobilitatea moleculard, dinamica si tranzitiile de faza (toate reprezentate de miscarea dipolilor)
pot acoperi decalajul dintre chimie si fizicd, mdsurarea lor este o parte valoroasa a chimiei
analitice. BDS este o tehnica spectroscopicd care produce rezultate experimentale direct
comparabile cu alte metode analitice, cum ar fi spectroscopia optici, RMN, reologia sau

calorimetria. Este un instrument analitic care acoperd in mod unic o plaja larga de timp/frecventa



si, cu sisteme complet automatizate disponibile comercial, poate testa o gama larga de temperaturi,

presiuni si intensitati ale campului electric cu o supraveghere minima.

In practica, BDS este o tehnici dependenti de frecventd, iar rispunsul acestui circuit echivalent
idealizat la un camp oscilant este foarte dependent de frecventd. Circuitele sunt descrise in mod
obisnuit prin impedanta lor complexi (Z*) sau admitanta (Y* = Z*!), care explici rezistenta
electrica dependentd de frecventd a sistemului. Pentru comoditate, formula pentru impedanta

acestui circuit Debye idealizat este urmatoarea:
Z¥(w)=Z(0) +] Z7(o)

unde o este frecventa unghiulard (adica 2nf), j este v/—1, iar Z' si Z" sunt partile reale si,
respectiv, imaginare ale impedantei. Partile reale si imaginare ale impedantei complexe sunt in
mod obisnuit reprezentate printr-un diagrama Nyquist sau un diagrama Bode. Diagrama Nyquist
permite o vizualizare rapida a circuitului (reprezentat printr-un semicerc deprimat), in timp ce

diagrama Bode descrie raspunsul dependent de frecventa.

Numerele complexe sunt adesea descrise printr-o diagrama Argand, in care marimea vectorului
Z* este legata de partile reale si imaginare, precum si de argumentul § prin trigonometrie simpla.
Cand tand < 1, Z' > Z" si astfel sistemul este considerat mai izolator decat conducator. Aceasta este
definitia unui dielectric, desi, pentru a fi sigur, spectroscopia dielectrica studiaza adesea sistemele
in care tand > 1. Referindu-ne la permitivitate, daca se masoara partile reale si imaginare ale
impedantei, atunci permitivitatea dependenta de frecventa poate fi recalculata, astfel incat sa fie o
marime dependentd doar de partea reald €' care este permisivitatea relativa, partea imaginara &”
care este pierderea dielectrica sau factorul de pierdere, iar tand este factorul de disipare (uneori

prescurtat Df, tanD sau D).

Din nou, luand in considerare o diagrama Argand, este clar ca permitivitatea complexd va fi
legata atat de partile reale, cét si de cele imaginare si cd valorile mai mari ale €” sau tand sugereaza
o abatere mai puternicd de la un dielectric ideal (fara pierderi). In esentd, pierderea dielectrica

determind cantitatea de energie ,,pierduta” sau absorbita de sistem

P(0) = toE(0)%e"(0)s0Ad



unde E este amplitudinea cAmpului AC in V-m! si P este puterea in W. Utilizarea pierderilor
dielectrice pentru incalzirea materialelor prin rotatia dipolului este un fenomen frecvent utilizat,

de exemplu in sudarea cu frecventa radio sau cuptoarele cu microunde.

Un alt mod util de vizualizare a sistemului este raspunsul curent la un camp de curent alternativ.
Daca un curent alternativ este aplicat unui condensator ideal, curentul alternativ (I(w) =
d-E(w)-Z*(w) ") ar fi defazat cu exact -90°. Dar din nou, sistemul nu este ideal si astfel defazarea

reala este -90° + 6.

Majoritatea dielectricilor au valori mici ale d. Daca existd zgomot in semnal, instrumentatia
este insuficient de precisa sau existd un element de inductanta L in circuitul echivalent, este posibil
sa se masoare in mod eronat valori de defazare mai mici de -90° si, prin urmare, tan o si €” vor fi
negative. In scopuri practice, permitivitatea complexa este definita de cantitati fizice nenegative

si, de asemenea, €', €” si tand trebuie sa fie nenegative.

1.3. Utilitatea dielectroforezei si spectroscopiei dielectrice de banda larga in aplicatii

biomedicale

Unul dintre aspectele unice ale dezvoltarii tehnologiilor DEP si BDS 1n ultimii ani a fost
versatilitatea si aplicabilitatea lor larga In domeniul biomedical. DEP si BDS si-au gasit aplicatii
biomedicale in studiul celulelor eucariote si procariote. Pana in prezent, tehnicile electrochimice
au fost utilizate in captarea, sortarea, izolarea si separarea celulelor si a microorganismelor.
Deoarece tehnica DEP se bucura de anumite avantaje, precum rapiditatea, costurile reduse si
absenta utilizarii de markeri imunologici, are potentialul de a fi implementata in viitor ca tehnica
de diagnostic in rutina clinicd zilnica. DEP este utila si pentru studiul indirect al membranei
celulare. Raspunsul DEP al unei celule este determinat in mare parte de proprietatile fizico-chimice
ale membranei plasmatice. Cand se aplica un camp electric extern, ionii sunt transferati de pe
suprafetele externe si interne ale membranei plasmatice; ulterior, sarcinile se vor uni pentru a

produce miscarea dipolului.

Un alt domeniu cu perspective promitdtoare in care tehnicile DEP si BDS par a juca un rol tot
mai important este reprezentat de studiul celulelor stem. Pe baza DEP, s-a reusit distingerea
progenitorilor de celulele mature, precum si etapele de diferentiere celulara. Tehnica DEP s-a

dovedit eficientd si in evaluarea si analiza administrarii medicamentelor. Desi DEP a adus diverse



avantaje cercetdrii de livrare a medicamentelor, nu a castigat incd recunoasterea in acest
subdomeniu. DEP isi gaseste utilitatea in studiul altor particule biologice, precum bacteriile,
virusurile si fungii. Exista studii in care tehnica DEP a fost folosita pentru identificarea si separarea
bacteriilor. Tehnicile DEP ofera o rezolutie ridicatd de izolare si separare a bioparticulelor tinta

direct din sange si din alte probe de fluid biologic.

In final, DEP este o tehnici de viitor in domeniul cercetarii oncologice. Provocirile actuale ale
cercetarii oncologice includ izolarea celulelor canceroase rare din probe biologice (de exemplu,
din sange), confirmarea si diferentierea tipului de cancer si monitorizarea progresului
tratamentului prin evaluarea morfologiei celulare. Tehnica DEP este utild tocmai pentru ca poate
diferentia starile sanatoase de cele patologice ale celulelor prin exploatarea proprietatilor

dielectrice ale celulelor.

1.4. Conceptul circuitelor liniare echivalente

Bazele teoretice ale teoriei circuitelor liniare se bazeaza pe teoria electromagnetismului a lui
Maxwell. In forma sa mai aplicati, teoria circuitelor se bazeaza pe conceptele cheie ale legilor lui
Kirchoff, impedantei, legii lui Ohm (in sensul sau cel mai general, prin includerea impedantelor)
si principiului suprapunerii. Pe aceasta baza, orice circuit liniar poate fi rezolvat; avand in vedere
specificatia tuturor surselor din circuit, un set de ecuatii liniare poate fi gasit si rezolvat pentru a
produce orice tensiune si curent in circuit. Unul dintre cele mai surprinzatoare concepte care apare
din teoria circuitului liniar este circuitul echivalent: indiferent cat de complex este circuitul, din
punctul de vedere al oricarei perechi de terminale, circuitul se comporta ca si cum ar fi constituit
doar dintr-o sursd si o impedantd. Dintr-o perspectivd restransa, conceptul de circuit liniar
echivalent simplifica calculele in teoria circuitelor si aduce in prim-plan ideile de impedante de
intrare si de iesire. Mai larg, notiunea de circuit echivalent inseamna ca ar putea exista o forma
mai simpla, dar echivalentd functional pentru sistemele complicate, inclusiv pentru sistemele de

celule care suferd schimbari electrice in cadrul masuratorilor de tip DEP si BDS.
Capitolul 2: Patologia oncologica si celulele tumorale circulante

2.1. Patologia oncologica

Oncologia este ramura medicinei specializata in screeningul, diagnosticarea si tratamentul

diverselor tipuri de cancer. Importanta oncologiei constd in abordarea sa cuprinzatoare si



multimodala de a intelege cancerul, care reprezinta un grup de boli caracterizate prin cresterea si
raspandirea necontrolata a celulelor anormale. Tumorile raman una dintre principalele cauze de
deces la nivel mondial, necesitdind in continuu cercetdri si dezvoltdri de noi tehnici pentru
prevenire, depistare precoce, tratamente inovatoare si ingrijire de sustinere. In ultimii ani,
cercetdrile In oncologie au condus la imbunatatiri semnificative ale ratelor de supravietuire pentru
multe tipuri de cancer. In plus, domeniul este esential in dezvoltarea medicinei personalizate, care
adapteaza tratamentul pe baza profilului genetic si molecular al tumorii unui individ, optimizand

astfel eficacitatea terapeuticd si minimizand efectele adverse.

Indiferent de tipul de cancer si de criteriile folosite, una dintre directiile actuale de interes este
diagnosticul cat mai precoce a tumorilor (ideal a tumorii primare), un deziderat crucial pentru
imbunatatirea prognosticului pacientilor si a ratelor de supravietuire. Au fost dezvoltate si rafinate
diferite metode pentru a detecta cancerul in stadiile sale incipiente, cand tratamentul este cel mai
eficient. In prezent, biopsiile lichide sunt utilizate in mai multe medii clinice si de cercetare pentru
detectarea si monitorizarea mutatiilor genetice specifice (de exemplu, EGFR, KRAS) si pentru a
monitoriza modificarile profilurilor de mutatii in timp. Acest lucru este deosebit de util in ghidarea
terapiilor tintite si urmarirea mecanismelor de rezistentd. Biopsiile ajuta si la detectarea celulelor
canceroase reziduale dupa tratament, permitand interventia timpurie daca exista riscul de recidiva.
Informatiile oferite pot fi utile si pentru prognostic, prezicand raspunsurile pacientului la anumite

terapii, ajutand la planificarea personalizatd a tratamentului.

Totusi, trebuie remarcat potentialul imens pentru viitor al biopsiilor lichide, in principal in
depistarea precoce a cancerului: Pe masura ce tehnologiile evolueaza, biopsiile lichide pot deveni
instrumente standard pentru screening-ul cancerului la nivel de populatie, detectdnd cancerele in
stadiile lor cele mai timpurii i cu sanse mai mari de a fi tratate. Integrarea cu alti biomarkeri este
o alta directie demna de cercetat; combinarea datelor biopsiei lichide cu alti biomarkeri, cum ar fi
nivelurile de proteine sau metaboliti, ar putea imbunatati acuratetea diagnosticului si ar putea oferi
o imagine mai holistica a tumorii. Totodata, cercetarile in curs extind gama de cancere detectabile
s1 mutatii actionabile, facand biopsiile lichide aplicabile la o gama mai larga de afectiuni maligne.
Biopsia lichidd rdmane asadar o metodd de interes in protoculul de lucru al diagnosticului
patologiilor tumorale, in prezent fiind singura modalitate de obtinere a celulelor tumorale

circulante.
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2.2. Caracteristicile celulelor tumorale circulante

Celulele tumorale circulante (CTC) sunt celule tumorale care s-au desprins din tumora primara
si se extravazeaza si circuld in singe. In ce priveste definitia acceptata in prezent, CTC-urile sunt
considerate celule tumorale care au originea In tumora primara si sunt indepartate de sistemul
circulator sau limfatic. Pana in prezent, majoritatea cercetarilor CTC s-au concentrat pe CTC din
circulatia sangelui. CTC-urile au fost descrise pentru prima datd in 1869 de Ashworth, care a
observat ,,celule” particulare in sangele unui pacient cu cancer metastatic, cu un aspect similar cu
celulele tumorale din tumorile primare, fiind presupus faptul ca CTCurile sunt substratul
metastazelor. Desi CTC-urile provin din tumora primara, ele sunt distincte de celulele tumorale
primare, cu proprietati de tranzitie care le ajutd sd se elibereze de tumora primara si sd faciliteze
intravazarea in fluxul sanguin, diseminarea in grupuri de CTC pentru a creste potentialul metastatic
si prezintd caracteristici care le sporesc capacitatea de a initia metastaze. Cu toate acestea,
majoritatea CTC-urilor mor in circulatie si doar CTC-urile limitate supravietuiesc si se infiltreaza
in organe indepartate. Interactiunile dintre CTC-uri si mediul sanguin, inclusiv modul in care CTC-
urile scapa de supravegherea imund in sange, au fost implicate pe scard largd in mecanismele
metastatice ale acestor celule. In ultimele doua decenii, tehnologiile emergente pentru izolarea
CTC-urilor au permis cercetarea biologiei CTC-urilor si au facilitat aplicatiile clinice ale CTC-
urilor in screening-ul cancerului, monitorizarea raspunsului la tratament si evaluarea

prognosticului.

2.3. Interactiunea celulelor tumorale circulante cu alte celule sangvine

O alta caracteristicd de interes a CTC-urilor este legatd de interactiunea acestora cu
celelalte celule din circulatia sistemicd. O micd parte dintre ele interactioneazd strans cu
trombocitele, neutrofilele sau macrofagele pentru a eluda sistemul imunitar. De interes in formarea
de metastaze si progresia cancerului sunt implicate in mare masurad si recrutarea si activarea

trombocitelor, care sustin supravietuirea CTC-urilor.

2.4. Utilitatea clinica a celulelor tumorale circulante

CTC-urile au devenit un biomarker surogat promitator pentru diferite tipuri de cancere,
precum cancerul de san, de prostati, pulmonar, hepatic, pancreatic, gastric si melanomul. In ciuda

faptului ca nu a fost inca incorporat in ghidurile clinice dincolo de includerea lor in clasificarea
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tumorilor, numeroase studii au ardtat ca detectarea celulelor tumorale in sdnge are un vast potential
in aplicatii clinice. Aceste aplicatii acopera diagnosticul, prognosticul si monitorizarea terapiei in

diferite tipuri de cancer.

CTC-urile servesc, de asemenea, ca biomarkeri valorosi pentru monitorizarea raspunsurilor
terapeutice la pacientii cu cancer. Natura lor neinvaziva si sensibilitatea crescuta le fac deosebit de
utile in acest sens. Studiile au ardtat iIn mod constant ca o scadere sau eliminare a numarului de
CTC-uri este asociata cu un raspuns terapeutic pozitiv, in timp ce o crestere a numarului de CTC

semnifica rezistenta la tratament sau progresia bolii.

In ciuda potentialului imens al CTC-urilor in oncologia clinica, utilizarea lor clinici pe scard
larga este Tnca limitatd de mai multi factori. Lipsesc testele standardizate de detectare a CTC-urilor
pentru diferite tipuri de cancer, liniile directoare pentru integrarea testarii CTC-urilor cu alte

examinari clinice si indicatiile pentru momentele adecvate de prelevare a probelor de sange.

2.5. Metode actuale si provocari privind izolarea si caracterizarea celulelor tumorale

circulante

In ultimii ani, au fost propuse mai multe metode de captare a CTC-urilor. Din cauza
numadrului redus de CTC-uri in sangele pacientilor, izolarea acestor celule ramane in continuare o
mare provocare, avand in vedere dificultatea de a gasi tehnici aplicabile si eficiente. Existd trei
strategii de baza ale tehnologiilor de detectare ale CTC-urilor, care includ (1) captarea si
imbogdtirea, (2) detectarea si identificarea si (3) eliberarea. Prima strategie de captare si imbogétire
implica o interactiune specificd intre CTC-uri si materiale prin interactiuni fizice sau interactiuni
antigen-anticorp. A doua strategie de detectare, care Tnseamna identificarea CTC-urilor, cuprinde
microscopia cu fluorescenta, spectrofotometria de fluorescenta, citometria in flux, imprastierea
Raman si impedanta electricd. In ce priveste ultima strategie, CTC-urile eliberate sunt utilizate in
principal pentru analiza in aval, cum ar fi genomica, transcriptomica, proteomica si culturile

celulare.

Testarea la patul bolnavului (point-of-care testing) joaca un rol din ce in ce mai important in
diagnosticul si managementul pacientului datoritd confortului, rezultatelor rapide si costului
scazut. Cu toate acestea, raman obstacole in calea dezvoltarii unui test fiabil in acest sens bazat pe

detectia CTC-urilor. In primul rand, semnificatia clinic a screening-ului CTC trebuie sa fie
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confirmata, dovezile din ultimii ani fiind tot mai relevante in demonstrarea faptului ca prezenta
CTC-urilor 1n sangele periferic al pacientilor cu cancer este un factor de prognostic important, iar
numarul CTC detectate dupa tratament este predictiv pentru raspunsul la terapie. Al doilea factor
care trebuie abordat este simplitatea testului de detectiec a CTC-urilor la patul bolnavului. In al
treilea rand, ca instrument de diagnostic, acceptarea de utilizare clinica este obligatorie, o dovada

1n acest sens fiind sistemul CellSearch.

Contributii personale
Capitolul 3: Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Contributia personala poate fi Tmpartita in trei studii distincte, primul teoretic si celelalte
doud fiind aplicatii practice. Toate cele trei studii reprezintd pasii necesari atingerii scopului
principal al lucrarii, acela de a demonstra utilitatea tehnicilor de dielectroforeza si de spectroscopie
dielectrica de banda larga in separarea si caracterizarea din punct de vedere al parametrilor electrici

a celulelor tumorale, inclusiv celulele tumorale circulante.

Primul studiu, cel teoretic, reprezinta o trecere in revistd a metodelor de inginerie electrica
utilizate pentru separarea celulelor tumorale circulante din diverse solutii, inclusiv din fluide
biologice precum sangele sau lichidul cefalorahidian. In cadrul acestei parti, am efectuat o
reinterpretare Intr-o manierd noud si originala a unor teorii si metode utilizate domeniul biomedical
si care ar putea avea o contributie tot mai importanta in cadrul patologiilor oncologice. Aceste noi
metode se axeaza pe detectarea si separarea celulelor tumorale dintr-o solutie heterogena
pluricelulard pe baza unor parametri electrici cat mai specifici. Pe baza cunostintelor actuale, se
pare ca celulele canceroase prezinta modificari structurale si electrice relevante comparativ cu

celulele sanatoase, aceste caracteristici fiind utile in diferentierea lor.

Ulterior, pe baza datelor teoretice anterior mentionate, cele doud studii practice reprezinta
defapt directia centrald a cercetarii din cadrul tezei. Al doilea studiu sumarizeaza cercetarile si
evidentiaza pasii necesari pentru a determina solutia optima pentru ameliorarea detectiei celulelor
tumorale circulante. Este cunoscutd influenta solutiei in care sunt suspendate celulele asupra

parametrilor electrici ai membranei celulare. Acest impact poate fi pozitiv sau negativ, iar
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suspendarea celulelor intr-o solutie propice ar fi un pas important in directia ameliorarii sanselor

de reusita atunci cand sunt utilizate tehnici de tipul spectroscopie dielectrica de banda larga.

In final, in cadrul celui de-al treilea studiu, este prezentat protocolul de lucru prin care se
fac detectia si caracterizarea efectiva a celulelor tumorale circulante prin spectroscopie dielectrica
de banda largd. Sunt prezentati toti pasii necesari acestei proceduri, precum si rezultate
promitatoare care sustin posibilitatea acestei tehnici de a fi utilizatd pe scard larga in viitorul

apropiat In screeningul si monitorizarea periodica a tumorilor.

Obiectivele stiintifice, derivate din scopurile lucrarii, sunt reprezentate in principal de
obtinerea unor dovezi clare care sd demonstreze eficacitatea tehnicilor de dielectroforeza si

spectroscopie dielectrica de banda larga in caracterizarea celulelor tumorale circulante.
Obiectivele generale ale tezei sunt urmatoarele:

L Demonstrarea importantei separarii si studierii celulelor tumorale circulante dintr-o

solutie pe baza caracteristicilor electrice in diagnosticul tumorilor

IL. Generarea unui protocol de separare a celulelor tumorale cu ajutorul dielectroforezei

si spectroscopiei dielectrice de banda larga

I1I. Determinarea solutiei optime care sa faciliteze separarea si celulelor tumorale prin

spectroscopie dielectrica de banda larga

IV.  Validarea protocolului de separare a celulelor tumorale cu ajutorul dielectroforezei si

spectroscopiei dielectrice de banda larga
Capitolul 4: Metodologia generala a cercetarii

Dintre cele trei studii efectuate in cadrul contributiei personale a tezei, ultimele doua studii
efectuate pe culturi celulare ridica cele mai importante probleme privind criteriile etice care trebuie
respectate si care permit desfasurarea in conformitatea cu legislatia actuald a cercetarii stiintifice.
Au fost indepliniti toti pasii pentru obtinerea autorizatiilor necesare deruldrii studiilor, anterior

inceperii efective a experimentelor.

Aditional, avand in vedere obtinerea si manipularea de probe biologice, inclusiv prin

recoltdri de la voluntari sanatosi, a fost obligatorie respectarea principiilor de eticd valabile la
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momentul efectudrii experimentelor. Studiul a fost realizat in conformitate cu liniile directoare ale
Declaratiei de la Helsinki si in urma aprobarii de catre Comisia de etica a Spitalului Universitar de
Urgentd Bucuresti (51481, 30 octombrie 2018), avize necesare in special pentru recoltarea si
manipularea probelor biologice. Totodata, s-a dispus la obtinerea consimtdmantului informat,
acesta fiind un principiu etic fundamental in efectuarea de studii care implica participanti umani.
Inainte de participare, tuturor subiectilor li s-au oferit informatii detaliate despre scopul,
procedurile, riscurile potentiale si beneficiile studiului. Participantii au avut posibilitatea de a pune
intrebari si au fost asigurati ca participarea lor este voluntard. Consimtdmantul informat scris a fost
obtinut de la fiecare participant inainte de colectarea probelor biologice. Un alt deziderat esential
este mentinerea confidentialitatii informatiilor si protectia datelor despre participanti.
Identificatoarele personale au fost eliminate din mostrele de produse biologice si date pentru a
asigura anonimatul. Datele au fost stocate in sigurantd si accesul a fost restrictionat numai
personalului autorizat. Toate constatarile au fost raportate In formd agregatd, Tmpiedicand

identificarea individuald a participantilor.

Avand in vedere necesitatea efectudrii de recoltari de probe biologice (obtinerea de probe
de sange venos), riscurile periprocedurale au implicat un risc minim pentru participanti. Au fost
utilizate tehnici sterile standard pentru a preveni infectiile, iar volumul de singe extras a fost
mentinut in limite de sigurantd pentru a evita orice efecte adverse. Participantii au fost monitorizati

pentru orice reactii imediate post-punctie venoasd si nu au necesitat ingrijire ulterioara.

In ce priveste materialele si metodele utilizate in cadrul cercetarii, am considerat adecvat

prezentarea in detaliu in cadrul fiecarui studiu in parte, cu observatiile de rigoare.

Capitolul 5: Studiul I: Teoria separarii celulelor tumorale circulante din solutii prin metode

de inginerie electrica
5.3. Rezultate

Desi nu atat de numeroase, cercetarile efectuate in ultimii ani ilustreaza rolul crescand al
DEP si BDS in cadrul detectarii si caracterizarii celulelor vii, inclusiv celule tumorale (circulante).
DEP, avand avantaje semnificative comparativ cu alte tehnici fizice utilizate in separarea
particulelor biologice, ramine o resursa importantd si utilda pentru separarea si manipularea

celulelor. Cu toate acestea, existenta a Tncd multe necunoscute legate de CTC-uri in prezent,
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limiteaza capacitatile tehnicilor pe baza de DEP. Cercetatorii au dificultati in a gasi o metoda
optimi pentru detectarea si separarea acestor tipuri de celule din probele de sange periferic. In
ciuda limitarilor inerente legate de numarul CTC-urilor, dificultatea de izolare si lipsa unei
standardizari clare, ramane sigur cd DEP poate fi cel putin o metoda adjuvanta pentru a creste
sansa de a detecta aceste celule rare la nivel sanguin, obtinute dupa colectarea de probe biologice

prin manevre non-invazive, cum ar fi biopsia lichida.

Avand in vedere atat cunostintele actuale despre BDS, cat si masuratorile deja efectuate pe
o multitudine de probleme normale si patologice, este clar ca aceasta este o tehnica utila in
caracterizarea celulelor. In ciuda avantajelor sale (tehnica ieftind, nedistructiva, de Tnalta rezolutie),
trebuie sa recunoastem limitarile acestui instrument si faptul ca ofera doar informatii limitate cu
privire la celulele vii. In prezent, nu exista nicio tehnologie disponibild pentru detectarea CTC-
urilor in toate fenotipurile si procesele dinamice ale acestora. Tehnicile BDS si DEP vor permite
in viitorul apropiat, in urma imbunatatirilor primite, detectarea, izolarea si cuantificarea CTC-
urilor fara utilizarea de etichete imunologice, cu pana la un ordin de marime in comparatie cu alte
tehnologii concurente. Metodele vor insemna reducerea procedurilor costisitoare, consumatoare
de timp si dependente de operator, permintdnd efectuarea de teste functionale cum ar fi analiza

fenotipului tumoral, testarea medicamentelor sau generarea de modele in vivo.

Capitolul 6: Studiul II: Determinarea solutiei optime pentru ameliorarea detectiei celulelor

tumorale circulante
6.3. Rezultate

Cele mai importante spectre de impedantd electricd masurate in cadrul experimentelor au
fost amplitudinea Z, unghiul de fazi © si diagramele Nyquist. In functie de frecventa campului
aplicat, s-a studiat variatia impedantei, care caracterizeaza permitivitatea sistemelor, pierderile
dielectrice exprimate ca inversul unghiului de fazd si, in final, s-a trasat diagrama Nyquist a
sistemelor. Rezultatele pentru analiza impedantei absolute sunt prezentate in Figura 6.1. Dupa cum
Se poate observa o corelatie indirectd intre marimea impedantei solutiilor tampon in absenta

celulelor suspendate si frecventa campului electric.
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Figura 6.1.: Analiza impedantei absolute in solutiile tampon fara si cu celulele THP-1
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Pentru aceste caracteristici, valoarea minima a unghiului de faza corespunde unui maxim
al pierderii dielectrice (Figura 6.2.). Software-ul a reusit sa genereze si inversul acestei
caracteristici, ceea ce permite determinarea caracteristicii tangentei deltei. Aceastd analiza a
caracteristicilor ne conduce la ideea ca solutia tampon zaharoza + HEPES este cea mai sensibila
in detectarea prezentei celulelor, respectiv se observa o crestere semnificativa a unghiului de faza
pentru domeniul 200 Hz, dar si o variatie a caracteristica cu frecventa, in sensul translatiei acesteia

la frecvente inferioare in prezenta celulelor.

Figura 6.2.: Valorile unghiului de faza in solutiile tampon fara si cu celulele THP-1
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In final, pentru a realiza o echivalentd a comportamentului dielectric al tampoanelor care
contin celule fixate prin dielectroforeza, s-a procedat la trasarea diagramelor Nyquist, practic

echivalente cu caracteristicile € ”/ € ', prezentate In Figura 6.3. Frecventa analizata este implicita. ,
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cea mai mare valoare gasindu-se la originea diagramei. Analiza diagramelor Nyquist a confirmat,

totusi, ca solutiile tampon analizate sunt departe de a fi ideale.

Figura 6.3.: Diagramele Nyquist pentru solutiile tampon fara si cu celulele THP-1
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In partea a doua a cercetarii, prin creearea de circuite electrice RC serie-paralel echivalente
si pe baza modeldrii matematice, am validat rezultatele experimentale pe solutii si celule. La
examinarea solutiei HEPES, am demonstrat o crestere a parametrului C1, ceea ce indicd o
extindere substantiald a efectului de polarizare interfaciald in suspensia preparatd. Dispersia
solutiei, efectul de inertie si polarizarea electrodului interfacial au fost cele mai frecvent intalnite

fenomene care interfereaza cu detectarea CTC si caracterizarea electrica.

Concluzionand, am demonstrat ca solutia tampon zaharoza + HEPES este cea mai potrivita
alegere atunci cand se efectueaza experimente bazate pe DEP pe celule canceroase, inclusiv CTC-
uri. Suplimentar, se confirma ca BDS poate fi o metoda complementard valoroasa pentru a detecta,

izola si studia CTC-urile in probele de sange periferic.

Capitolul 7: Studiul III: Detectia celulelor tumorale circulante prin spectroscopie

dielectrica de banda larga

7.3. Rezultate

Intr-un prim experiment, celulele normale (celule mononucleare din sangele periferic -
PBMC) si tumorale (linia celulara SW-403 si celulele tumorale primare T1) au fost supuse unei
tensiuni de excitatie sinusoidald (magnitudine de la varf la varf de 9 V si o frecventa de 1 MHz)

care a fost aplicata la electrozi, timp de aproximativ 5 minute, pentru a concentra celulele pe
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electrozi. Sub efectul p-DEP, dupa cateva secunde (=4 s) celulele s-au concentrat la suprafata

electrodului.

Ulterior, masuratorile de impedanta au fost efectuate pe celule normale (PBMC si linie
celulara de monocite THP-1), doua linii celulare tumorale (o linie de celule adenocarcinom
aderente (SW-403) si Jurkat), o linie de celule T neaderente si celulele tumorale primare izolate de
la doi pacienti cu cancer de colon (T1 si T2). Masurdtorile de impedantd ale celulelor vii
nesechestrate si sechestrate au fost efectuate in intervalul de frecventa de la 0,1 la 300 kHz, la o
tensiune de functionare de 100 mV. Acest interval de frecventd a fost selectat pentru a monitoriza
evolutia proprietatilor electrice ale fiecarui tip de celula in regiunile de dispersie a si . Gama de
frecventd a fost selectatd pentru a explora efectul difuziei ionice si al polarizarii interfatale a
sistemelor biologice de membrana. Figura 7.3. prezinta spectrele de impedanta electrica masurate
(amplitudinea Z, unghiul de faza 0 si diagrame Nyquist) ale celor trei tipuri de celule (linii de
celule canceroase, celule tumorale primare si PBMC-uri normale) inainte si dupd concentratia DEP
la nivelul electrodului. Marimea impedantei mediului de suspensie (in absenta celulelor) a scazut
cand frecventa a crescut. S-a evidentiat trecerea de la comportamentul capacitiv, care domina la
frecvente inferioare, la comportamentul rezistiv, care predomina la frecvente mai mari. In general,
adaugarea celulelor la mediul de suspensie a condus la o crestere a impedantei totale in comparatie

cu mediul singur.

Figura 7.3.: Raspunsurile spectroscopiei de impedanta electricd (amplitudinea Z (a,d), unghiul
de faza (b,e) si diagrame Nyquist (c,f)) ale diferitelor tipuri de celule suspendate in solutie

tamponatd de zaharoza, inainte si dupd captarea celulelor (preluatd din Turcan et al., 2021)
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Functionalitatea si reproductibilitatea metodei propuse au fost evaluate din raspunsurile

EIS ale celulelor prinse la diferite tensiuni de functionare DEP cu cinci microelectrozi interdigitati

independenti care au fost fabricati printr-o procedurd similara. Pe baza marimii impedantei si a

dependentelor de frecventd a unghiului de faza care sunt ilustrate in Figura 7.4., nu s-au observat

diferente semnificative in raspunsurile EIS 1n toti cei cinci microelectrozi individuali care au fost

folositi pentru captarea celulelor canceroase T2 la 9 Vpp si 1 MHz. .

Figura 7.4.: Reproductibilitatea microelectrozilor: impedanta si unghiurile de faza ale celulelor

canceroase T2 prinse la 9 Vpp, IMHz (preluatd din Turcan et al., 2021)
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Frecventa de incrucisare DEP (fco) este frecventa caracteristica la care se schimba

polaritatea fortei dielectroforetice si celulele experimenteazd forta DEP = zero. Prin observarea

miscarii celulelor la marginile electrodului atunci cand frecventa care este aplicatd este maturata
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lent, poate fi stabilit f., al fiecdrui tip de celuld. In experimentul de frecventd de incrucisare
dielectroforetica, microcipul a fost alimentat de o tensiune AC cu 12 Vpp de frecventa variabila la
nivelul a doi microelectrozi adiacenti. Trebuie mentionat ca tensiunea de functionare DEP nu a
afectat spectrele de impedanta (vezi Figura 7.5.) atunci cand experimentele s-au desfasurat in
aceeasi perioada de timp. Totusi, pentru experimentele cu frecventa de incrucigsare am ales o
tensiune de 12 Vpp. cu cat deplasarea celulelor este mai vizibild. Frecventa tensiunii a fost crescuta
succesiv de la 10 kHz pana la 1 MHz si deplasarile celulelor induse de forta DEP au fost examinate
cu un microscop. A fost inregistratd frecventa de incrucisare la care celula nu a exercitat nicio
miscare DEP. In cadrul experimentelor individuale, au fost determinate cel putin 10 frecvente

pentru fiecare tip de celula si toate masuratorile au fost efectuate la temperatura camerei.

Figura 7.5.: Impedanta celulelor PBMC, THP-1 si T2 captate la 3, 6, 9 si 12 Vpp (preluata din

Turcan et al., 2021)
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Figura 7.6. prezintd frecventele de incrucisare determinate experimental pentru diferite
celule canceroase umane, inclusiv celulele tumorale primare (T1 si T2) care au fost colectate de la
doi pacienti cu cancer colorectal, o linie celulara de adenocarcinom de colon (SW-403), o linie de
celule T leucemice umane (Jurkat), o linie celulard aseméanatoare monocitelor umane (THP 1) si
celule mononucleare din sangele periferic (PBMC) de la un subiect sanatos, care au fost toate

suspendate in mediu cu o conductivitate de 13 mS/m.

Figura 7.6.: Frecventa de incrucisare a DEP pentru diferitele tipuri de celule canceroase si celule

mononucleare sandtoase din sangele periferic (preluata din Turcan et al., 2021)
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Dupa cum era de asteptat, liniile de celule canceroase THP-1, Jurkat si SW-403 au prezentat
un comportament distinct, caracterizat prin frecvente medii de incrucisare mai scazute (57,4 2.5
kHz, 31,6 £ 1,7 kHz si, respectiv, 28,2 + 1,4 kHz) in comparatie cu PBMC 106,2 + 5,4 kHz), acest
lucru permitand discriminarea intre tipurile diferite de celule. Mai mult, celulele tumorale primare
(T1 si T2) au prezentat frecvente de incrucisare caracteristice in acelasi domeniu de frecventa asa

cum s-a observat si pentru liniile de celule canceroase.

Capitolul 8: Concluzii si contributii personale

Datele epidemiologice din ultimii ani aratd o tendintd clara de crestere a incidentei si
prevalentei tumorilor de toate tipurile, devenind o problema de sanatate publica la nivel mondial.
Totusi, in ciuda progreselor evidente in ce priveste optiunile terapeutice, raméin in continuare

cateva probleme majore care trebuie rezolvate in perioada urmatoare.

Este obligatorie o detectie cat mai prococe a cancerelor, ideal inca din fazele incipienta in
care existd tumori primare care nu au produs metastaze la distanta. Ori, in multe cazuri, metodele
conventionale de diagnostic (imagistica medicala, punctia biopsie) nu sunt suficient de precise

pentru a pune in evidenta tumora primara, astfel ca sunt necesare tehnici noi si mai sensibile.

Una dintre directiile de mare perspectiva in detectia precoce a tumorilor si monitorizarea
raspunsului acestora la diferite tratamente este bazata pe studiul celulelor tumorale circulante.
Acestea sunt celule tumorale desprinse din tumora primara care extravazeaza si circuld in sange,

avand un rol critic in procesul de metastazare. Desi CTC-urile provin din tumora primara, ele sunt
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distincte de celulele tumorale primare, cu proprietati de tranzitie care le ajuta sa se elibereze de
tumora primard si sa faciliteze intravazarea in fluxul sanguin, diseminarea in grupuri de CTC
pentru a creste potentialul metastatic si prezinta caracteristici care le sporesc capacitatea de a initia
metastaze. Pe de alta parte, heterogenitatea CTC-urilor si raritatea lor la nivel sangvin sunt
dezavantaje atunci cand ne gindim la posibilitatea tehnologiilor actuale de a le detecta rapid si

precis.

Aici intervine ingineria electrica care, prin tehnicile bazate pe DEP si BDS, poate facilita
detectia, izolarea si caracterizarea mai bund a CTC-urilor. In ultimii ani, DEP si BDS si-au
demonstrat versatilitatea si aplicabilitatea lor largd in domeniul biomedical. Colectarea si
concentrarea moleculelor si a particulelor biologice, de la nanoparticulele derivate din cancere
pana la celule Intregi de diferite tipuri, cele doud tehnici au un potential foarte mare si permit
cercetatorilor si efectueze o varietate de experimente. In ciuda limitarilor inerente, tehnicile permit
manipularea particulelor biologice fara deteriorarea pe termen lung a materialului biologic, avand

un mare avantaj comparativ cu alte metode de detectie si separare celulara.

BDS si DEP raméan in prezent tehnici cu un potential ridicat in detectia CTC-urilor, ar putea
fi cel putin metode adjuvante pentru a creste rata de detectie a acestor celule rare din sange. in
ciuda avantajelor clare (tehnica relativ ieftind, nedistructiva pentru celulele tintd, de inalta
rezolutie), trebuie sa recunoastem limitarile acestor instrumente si faptul ca ofera doar informatii
limitate cu privire la celulele vii. In acest sens, este necesari imbunititirea sistemelor de
spectroscopie dielectricd utilizate in prezent pentru a deveni metode de baza in cercetarea stiintifica

s aplicatiile industriale.
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