


normalizarea probelor se realizeazit prin raportarea la expresia  -actind gl ~tubulini. fn acest sens,
cantitifi egale de extract proteic s-au ncarcat in gel de polincrilamida, gelul 1 fost supus electroforezei
verticale, apoi transferul proteic s-a realizat pe membrand de nitroceluloza; blocarea situsurilor nespecifice
s-a realizat cu solutie de lapte praf degresat, a urmat incubarea cu anticorpii primari anti- p-actini gi a-
tubulind, apoi cu anticorpi secundari corespunzitori marcati cu HPR. Vizualizarea s-a realizat prin
augmentarea semnalului chemiluminescent §i captarea acestuia pe film radiologic.

fn etapa urmitoare ne propunem determinarea prin tehnica Western Blot §i zymografie a nivelului de

expresie biochimicd a MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-

12, MMP-13 §i MMP-14, a inhibitorilor TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 si a VEGF in fibropapiloame BPV-2

pozitive in comparatie cu nivelul expresiei acestor proteine in piclea normala.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei etape au fost valorificate prin participarea la patru conferinte

internationale.







Figura la. Prezenfa proliferdrii epitelinle sl Figura 1b, Plele normald de bovini: prezenta

fibroblastice, a koilocitelor §i a hiperkeratozel;  stratului epidermic, dermic gi hipodermic. HE x
fibropapilom cutanat bovin, HE x 100 200

Ldentificarea ADN-ului BPV prin PCR. Izolarea ADN-ului genomic total din probele recoltate s-a
realizat cu ajutorul kitului de extractie PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) si a kitului Stat
Nat RNA/DNA (Biorad), conform instrucfunilor producitorilor. ADN-ul viral a fost confirmat prin PCR

conventional, in primé fazd utilizind primeri consensus nespecifici, urmat de utilizarea primerilor specifici
pentru BPV-1, BPV-2 si BPV-4 (Tabelul 1). !

Tabelul 1 Primeri utilizati pentru identificarea BPV

\Primeri Regiun Secventa Referinti

FAP L1 5” TAACWGTIGGICAYCCWTATT 3” and Forslund O. ez al, 1999

59/64 5 "CCWATATCWVHCATITCICCATC 3”

BPV-2 L2 5” GTTATACCACCCAAAGAAGACCCT 3” Araldi R.P. et al, 2013
5” CTGGTTGCAACAGCTCTCTTTCTC 3~

BPV-1 L1 5” GGAGCGCCTGCTAACTATAGGA 3” and Araldi R.P. et al, 2013
5” ATCTGTTGTTTGGGTGGGTGGTGAC 3”

BPV4 E7 5” GCTGACCTTCCAGTCTTAAT 3” 5” Araldi R.P. et al, 2013

CAGTTTCAATCTCCTCTTCA 3”.

Rezultate. Prin testul PCR clasic s-a identificat ADN-ul papilomaviral utilizind perechea de primeri

degenerati FAP 59/64. Astfel, un fragment de 478 pb corespunzitor genei L1 a fost amplificat in 11 (30%)
probe (figura 2).

Figura 2. Rezultat PCR reprezentativ: gel agarozi 1,5% cu benzi specifice de 478 pb, amplificate cu ajutorul

primerilor degenerati FAP59/64 primers. MW — 100 bp; C-control negativ; C+ control pozitiv; 1-17 probe
testate (tumori cutanate)



Pentru identificarea BPV-2, s-a recurs la utilizarea unej perechi specifice de primeri, capabila si amplifice
un fragment de 164 pb corespunzitoare genet BPV-2 L-2. Din cele 36 probe testate, 34 (94,4%) au fost

pozitive pentru BPV-2. Doudt probe au fost negative la testarea PCR cu ambele perechi de primeri.

In ceea ce priveste identificarca tipurilor BPV-1 §i BPV-4, testul PCR a fost negativ in cazul tuturor
probelor (tabelul 2).

Tabelul 2 Rezultatele testelor PCR

Probe FAP 59/64 BPV-2 BPV- 1 IBPV-4

LFibropapiloame 11/36 (30%) 34/36 (94,4%) | 0/36 (0%) 0/36 (0%)

Fragmentele amplificate prin PCR au fost supuse electroforezei in gel de agarozi in concentratie de 1.5%,
colorat cu SybrSafe (Invitrogen), in prezenta martorului molecular de 100 pb (Invitrogen). Benzile specifice
au fost vizualizate cu aparatului GelDoc (Biorad).

Rezultatele obtinute in cadrul testarii PCR confirma faptul ca BPV-2 este principalul papillomavirus bovin
circulant la bovinele luate in studiu. ’ .

Act 1.2 - Analiza imunohistochimica si biochimici a expresiei MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7,
MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-14, a inhibitorilor TIMP-1, TIMP-
2, TIMP-3, VEGF si a proteinei ES - BPV atit in fibropapiloame bovine, cit si in piele normala
bovina — grad de realizare partial

Analiza imunohistochimici. Cele 36 de probe fixate si incluse la parafind au fost prelucrate prin metode
histologice de rutini, colorate prin metoda Hematoxilind-Eozind, cu scopul identificrii modificirilor
specifice induse de BPV si a stabilirii diagnosticului de papilomatozi. Din cauza continutului ridicat in
cheratin si a sectionarii dificile la microtom, 12 probe nu s-au fixat pe lame, astfel incat aceste probe nu
au putut fi incluse mai departe in analiza imunohistochimica. Din cele 24 de probe corespunzitoare, s-au
realizat cite 15 sectiuni care s-au etalat pe lame incarcate electrostatic (Apex, Superior Adhesive Slides,
Leica).

Sectiunile au fost deparafinate in xilen pentru 30 minute, apoi rehidratare prin includere in alcool absolut
100° pentru 10 minute, apoi in alcool denaturat 100° pentru 10 minute, apoi cite S minute in alcool de 95°,
70° si 50°, dupi care probele au fost spilate cu apd distilatd timp de 5 minute. Blocarea activititii
peroxidazelor endogene s-a realizat prin incubarea sectiunilor in camerd umeda, la temperatura camerei,
timp de 20 minute cu solutie metanol:H20z, in raport de 1:4. Demascarea antigenului s-a realizat prin
pretratamentul probelor in solutie tampon citrat, pH 6.00, la microunde, la 525 W, timp de 2 reprize a ciite

5 minute ficcare, apoi s-au efectuat 3 spiliri succesive a ciite 5 minute fiecare cu tampon fosfat salin, pH

7.4, 0.1 M (PBS). Blocarea epitopilor nespecifici s-a realizat prin incubarea sectiunilor cu protein block




(0.4% Casein in phosphate-buffered saline) timp de 30 minute. in cazul controlului negativ s-a omis
anticorpul primar, iar etapele ulterioare au fost similare. Duph aceasth etapdi, fiirdi a spila sectiunile, acestea
au fost incubate cu anticorpii primari corespunzitori, diluafi in PBB, peste noapte la 4°C, In camer4 umed4

(tabelul 3).

Tabelul 3 Anticorpii primari utiliza{i pentru tehnica imunohjstochimici

Anticorp Clona Specia tinti Dilutia Produciitor
MMP-1 3B6 Soarece 1:200 Santa Cruz
Biotechnology
MMP-2 2C1 Soarece 1:50 Santa Cruz
Biotechnology
MMP-3/10 F10 Soarece 1:50 Santa Cruz
Biotechnology
MMP-7 JLO7 Soarece 1:50 Santa Cruz
Biotechnology
MMP-8 B-1 Soarece 1:50 Santa Cruz
Biotechnology
MMP-9 E-11 Soarece 1:50 Santa Cruz
i Biotechnology
TIMP-1 ) 2AS Soarece 1:50 Santa Cruz
Biotechnology
TIMP-2 3A4 Soarece 1:50 Santa Cruz
' Biotechnology
TIMP-3 B-2 Soarece 1:50 Santa Cruz
Biotechnology
VEGF VG-1 Soarece 1:500 Santa Cruz R
i Biotechnology

Ulterior, dupa expirarea contactului cu anticorpul primar, s-au efectuat 2 spilari succesive, fiecare a 5
minute, in PBS, dupa care s-a aplicat anticorpul secundar Post Primary (Rabbit anti mouse IgG) timp de
30 minute la temperatura camerei. Dupa expirarea timpului de contact cu anticorpul secundar, au urmat
doua spalari succesive a cite 5 minute, apoi incubarea cu complexul HPR conjugat cu streptavidina biotina
(Novolink™ Polymer, Anti-rabbit Poly-HRP-IgG ) timp de 30 minute. Colorarea este completd dupa
incubarea cu substratul cromogen DAB (diaminobenzidind), timp de 3-5 minute, rezultidnd un precipitat
maro acolo unde este localizat antigenul cautat. Pentru colorarea nucleilor, se realizeazi o contracolorare
cu hematoxilind Mayers, timp de 5 minute, urmati de o clitire abundenta cu apd de robinet gi distilata.
Deshidratarea sectiunilor se face utilizind o serie crescitoare de alcooli: 50°, 80°, 95° 2 minute fiecare,
apoi cate 10 minute in alcool denaturat 100° si absolut 100°. Pentru clarificarea preparatelor se realizeazi 2
pasaje a cite 30 minute in xilen. Preparatele colorate sunt montate permanent, utilizind kitul Eurokitt.
Examinarea preparatelor s-a realizat cu ajutorul microscopului optic. S-a urmdrit prezenta coloratiei

specifice, §i anume colorarea in maro a citoplasmei celulelor epiteliale gi dermice. Imunoreactivitatea



fiecdirei probe a fost evaluatd dupt cum urmeazi: negativi (=), slaba (+), moderat# (-++) gi puternicl (+++).
in tabelul 4 este redatd expresia imunohistochimict a fiechrel probe pentru anticorpii luafi in studiu.
Rezultate.

Tabelul 4. Expresia imunohistochimic a metaloproteinazelor, inhibitorilor acestora gi VEGF fin
fibropapiloame

Nr. Anticorp primar utilizat
Probi | MMP- | MMP | MMP | MMP | MMP | MMP | VEG | TIMP | TIMP | TIMP-
tumori 1 -2 -3/10 -7 -8 -9 F -1 -2 3
1 + - . ++ ++ - -+ - - -
2 - . + + + ) +++ |+ - -
3 - - ++ + ++ - ++ ++ - -
4 - - ++ + -+ - 4+ + - -
S - - + - + + + - - -
6 + + + 5 + ++ ++ + - 5
7 + + ++ +++ + + ++ ++ - -
8 + + +++ + = N +++ + - -
9 + + + . R = -+ ++ ~ -
10 + + + 3 ++ = +++ + - 1
11 - L + + + z +++ 5 + =
12 - - + ++ + = -+ + - =
13 i e + + + - ++ + - =
14 < e + + + = + g = B
15 s + + & + P, + : ++ = 2
16 - |- + - + + H+ - - 3
17 - - - = ++ + +H+ |- - -
18 ++ A + + 4 + -+ + H c
19 ++ 3 + + ++ ++ - + 2 2
20 T [ + + o TIES B _
21 - ++ +H+ |+ + +—+ +H+ ++ =7 2
22 i + 4+ 3 ++ S -+ = c 23
23 = = + i + 2 + 4 p 5
24 T + -+ 3 ++ - ++ o 3 =

Expresia MMP-1. in 13 probe (54,17%) testate imunohistochimic, expresia MMP-1 a fost negativi; 8
probe (33,33%) au prezentat un imunosemnal slab in citoplasma celulelor parabazale; 3 probe (12,5%) au
prezentat un semnal pozitiv moderat in citoplasma celulelor parabazale.

Expresia MMP-2. in 15 probe (62,5%) imunosemnalul speciﬁq a fost negativ; 8 probe (33,33%) au fost
imunopozitive, cu un semnal slab citoplasmatic in stratul bazallcpitelial; l‘probii (4,17%) a prezentat un
imunosemnal moderat in stratul bazal epitelial.

Expresia MMP-3/10. Din cele 24 probe, 2 (8,33%) au fost negative; 12 probe (50%) au prezentat un

imunosemnal slab in citoplasma celulelor epiteliale §i in fibroblaste; 7 prabe (29,17%) au prezentat un



imunosemnal moderat; 3 probe (12,5%) au prezentat semnal pozitiv intens in citoplasma celulelor epiteliale
si fibroblaste.

Expresia MMP-7, Din cele 24 probe analizate, 10 probe (41,67%) au fost negative; 10 probe (41,67) au
prezentat un imunosemnal slab in citoplasma celulelor din stratul bazal; 3 probe (12,5%) au prezentat un
semnal pozitiv moderat; 1 probi (4,167%) a fost intens pozitiva. '

Expresia MMP-8. Din cele 24 probe, 2 probe (8,33%) au fost negative; 12 probe (50%) au prezentat un
imunosemnal slab pozitiv citoplasmatic in stratul spinos §i granular; 8 probe (33,34%) au prezentat un
semnal moderat, iar 2 probe (8,33%) au prezentat un imunosemnal citoplasmatic intens in stratul granular
$i Spinos.

Expresia MMP-9. Din probele analizate, 15 probe (62,5%) au fost negative; 6 probe (25%) au prezentat o
imunoreactivitate slab in citoplasma celulelor din toate straturile epiteliale; 3 ( 12,5%) probe au prezentat

o imunoreactivitate moderata in toate straturile epiteliale.

Expresia VEGF. Toate probele analizate au prezentat imunoreactivitate specifica: 2 probe (8,33%) o
imunoreactivitate slabi, find, granulari in toate straturile epiteliale; 2 probe (8,33%) au prezentat o
imunoreactivitate asemanitoare; 20 probe (83,34%) au prezentat o imunoreactivitate intensa citoplasmatica

in toate straturile epiteliale. .
Expresia TIMP-1. Din cele 24 probe, 8 probe (33,33%) au fost negative; 9 probe (37,5%) au prezentat un
imunosemnal slab in citoplasma celulelor din straturile parabazale; 7 probe (29,17%) au prezentat o
imunoreactivitate caracteristici in citoplasma celulelor din straturile parabazale.

Expresia TIMP-2. Din cele 24 de probe analizate, 1 proba (4,17%) a prezentat un imunosemnal pozitiv
slab in citoplasma din stratul bazal, restul de 23 (95,83%) fiind negative.

Expresia TIMP-3. in nicio prob analizati nu s-a putut evidentia expresia imunohistochimica a TIMP-3.

Pentru a putea compara nivelul de expresie a matrix-metaloproteinazelor, a inhibitorilor acestora si a VEGF,
in paralel s-au testat un numar de 5 probe reprezentate de piele proveniti de la bovine sinitoase. Pielea a
fost recoltatd in cadrul unui abator de sacrificdri bovine. Astfel, dupa sacrificarea acestora, s-a recoltat o
portiune de 3 cm? de piele, care a fost procesati histologic gi imunohistochimic in acelasi timp cu probele

de tesut tumoral luate in studiu. Rezultatele examenului imunohistochimic sunt redate in tabelul 5.



Tabelul § Expresia imunohistochimicit a metaloproteinazelor, a inhibitorilor acestora gi VEGF in
picle siniitoasd bovini

Nr. Anticorp primar utilizat

Probi | MMD- | MMP- | MMP- | MMP- | MMP- | MMP- VEGF [ TIMP- | TIMP- | TIMP-
Picle 1 2 310 7 8 9 1 2 3

1 + - - . 4+ - + - - -

2 - - + + + - + - - -

3 - - - - ++ - + + - -

4 « . R + + " = + R -

S - - o - + + - - -

Expresia imunohistochimicd a MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-14 si a proteinei E5 - BPV atit in
fibropapiloame bovine, ct si in piele normala bovind va fi determinati in etapa 2, conform planului de

realizare.

Procesare biochimica si tehnica Western Blot. Pentru prima etapi a analizei biochimice, extractia

proteinelor a fost realizata din trei probe reprezentate de fesut cutanat normal i din gase fibropapiloame.
Probele au fost cantarite si depuse in tuburi Ependorff de 2 ml, iar peste 0 cantitate de ~40 mg de fesut
decongelat din fiecare probi a fost adiugat 1ml solutie tampon RIPA (Santa Cruz) rece. Probele au fost
triturate cu ajutorul trituratorului mecanic Mikro Dismembrator S (sartorius). Pentru o omogenizare mai
eficients, in fiecare tub a fost introdusa in prealabil o bila de omogenizare (din titan cu diametru de 3mm).
Dupa finalizarea triturdrii, tuburile au fost supuse centrifugirii 1a 10.000 x rpm, apoi cu ajutorul unei tije
magnetice, bilele de omogenizare au fost inlaturate. Pentru a obfine extractul de proteine, tuburile au fost
centrifugate la 4% C timp de alte 20 min, la final fiind recuperat supernatantul. Cuantificarea continutului
total de proteine obtinut in urma extractiei s-a determinat cu ajutorul kitului de dozare a proteinelor Quick
start Bradford protein assay kit  (Bio-Rad Laboratoriesi iar citirea s-a realizat cu ajutorul
spectofotometm]ui Eppendorft, utilizand tehnica de cuantificare Bradford micro, la final obtinindu-se o
cantitate exacti de ng proteine/pL pentru fiecare proba. Pentru a putea determina ulterior nivelul de expresie
proteica corespunzitoare fiecarei probe, normalizarea probelor s-a realizat prin determinarea cantitatii de
B-actind gi o-tubulini. Cantitati egale de proteine din fiecare probd au fost amestecate cu un agent
denaturant, §i anume B-mercaproetanol, apoi supuse la o temperatura de 100° C, timp de 5 min, in acest
interval in prezenta agentului denaturnant si al caldurii avdnd loc denaturarea (liniarizarea) proteinelor.
Probele astfel preparate au fost depuse in godeurile gelului de bis/acrilamida Gel precast MP TGX 4-15%
(Biorad). Dup? incarcarea probelor in gel, camera de migrare verticali este umpluti cu tampon de migrare.

Camera de migrare este decuplatd de la sursa de curent, iar proteinele migrate prin gel au fost supuse



transferului pe membrana de nitroceluloza, prin metoda semi-umedi cu ajutorul aparatului TransBlot
Turbo (Biorad). Blocarea situsurilor nespecifice s-a realizat cu solufie de lapte praf degresat 5%, a urmat
incubarea cu anticorpii primari anti- B-actinit (Actin (C-2): sc-8432, Santa Cruz) $i o-tubuliné (¢ Tubulin
(B-5-1-2): 5¢-23948, Santa Cruz), in dilutie de 1:500, apoi incubarea cu anticorpii secundari corespunzatori
marcati cu HPR (Anticorp goat anti rabbit Igg-HPR, Biorad). Vizualizarea s-a realizat prin augmentarea
semnalului chemiluminescent cu ajutorul tamponului Western blotting luminol §i captarea acestuia pe film
radiologic. In fiecare proba, s-a evidentiat o banda de 45 kda, confirménd o incarcare egala de proteine
totale pentru fiecare proba. in etapa urmatoare, concentratia de proteine prezenti in fiecare proba va fi
normalizati cu ajutorul nivelului de actini si tubulina, apoi exprimata ca raport densitometric.

in etapa urmitoare ne propunem determinarea prin tehnica Western Blot §i zymografie a nivelului de
expresie biochimica a MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-
12, MMP-13 i MMP-14, a inhibitorilor TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 si a VEGF in fibropapiloame BPV-2

pozitive in comparatie cu nivelul expresiei acestor proteine in pielea normala.

Act 1.3 - Diseminarea rezultatelor — grad de realizare total

Conform planului de realizare, diseminarea partiali a rezulatelor obtinute in cadrul acestei etape s-a
concretizat prin participarea online la 4 conferinte internationale (deoarece in contextul pandemic aceste
conferinte nu s-au mai putut desfisura fizic). Toate cele 4 conferinte s-au desfasurat in ultima parte a anului

(septembrie, octombrie §i noiembrie). Din cauza acestui lucru, abstractele nu sunt incd publicate in
volumele aferente.

Participari internationale:

- 4th Joint ESVP, ECVP and ESTP Cutting Edge Pathology Congress, 15-17 septembrie 2021 —Online —
prezentare poster Florentina Bocaneti Daraban, Anca Mihaela Dascalu, Oana Irina Tanase, Sorin Pasca,
Mihai Mares - Expression of matrix metalloproteinase -1 and its tissue inhibitor in bovine fibropapilloma.
Abstractul va fi publicat in luna ianuarie 2022, jurnalul internafional indexat ISI Journal of Comparative
Pathology, cu factor de impact 1,311.

- European Biotechnology Congress, 23-25 septembrie 2021 — Virtual — prezentare poster - Florentina
Daraban Bocaneti, Anca Mihaela Dascalu, Oana Irina Tanase, Mihai Mares - Detection of Papillomavirus
DNA in cutaneous lesions in cattle from Iasi County, Romania. Abstractul va fi publicat in ianuarie-
februarie in jurnalul international The EuroBiotech Journal. ‘

- International Scientific Congress Life Science Today for Tomorrow, Universitatea pentru Stiintele Vietii
Ton Jonescu de la Brad, din lagi, 21-22 octombrie 2021 — prezentare orald - Florentina (Bocdnefi) Daraban,

Anca Mihaela Dascdlu, Oana Irina Tdnase, Sorin Aurelian Pasca, Mihai Mares - Bovine papillomavirus







