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Introducere

Tn ziua de astizi existd un interes crescut pentru studiul influentei cAmpurilor electrice
asupra diverselor procese biofizice si biochimice atat in experimente de laborator cat si clinice.
Unul dintre efectele intens studiate este permeabilizarea membranei celulare prin expunerea la
pulsuri electrice bine caracterizate, fenomen cunoscut sub numele de electroporare sau
electropermeabilizare. Electroporarea (EP) poate fi tranzitorie (electroporare reversibila) sau
permanenta (electroporare ireversibild). Acest fenomen sta la baza multor aplicatii din domeniul
medical si al biotehnologiilor, deoarece prin intermediul lui se pot introduce sau extrage in / din
celula anumite molecule cum ar fi: proteine, ADN, ARN sau anumite medicamente. Din punct de
vedere medical prezinta interes: electrochimioterapia, ablatia netermicd prin electroporare
ireversibila, electrotransferul de gene, administrarea trans-dermica a medicamentelor. Din punct de
vedere biotehnologic cele mai frecvente aplicatii sunt: pasteurizarea netermicd, cresterea
randamentului de extractie din fructe, uscarea plantelor, epurarea apelor, uscarea biomaselor pentru

productia de combustibil.

Pentru optimizarea si eficientizarea acestor aplicatii ale electropermeabilizarii este
necesara cunoasterea cat mai detaliata a mecanismelor (inclusiv la nivel molecular) prin care se
produce acest fenomen. Tn literatura de specialitate sunt raportate diferite modele bazate fie pe
studii experimentale, fie pe dinamica moleculara. Tn ciuda existentei unui numar mare de studii,
fenomenul electroporarii este inca departe de a fi inteles in intimitatea proceselor moleculare
care 1l determind, neexistand la ora actuala un consens asupra mecanismelor

electropermeabilizarii.

Studiile prezentate in cadrul acestei lucrari au fost concepute tocmai Tn scopul descrierii
unor aspecte legate de afectarea proprietatilor celulelor (proprietati dielectrice si de organizare
a membranei celulare) prin interactiunea lor cu campuri electrice caracteristice
electropermeabilizarii. S-a pus la punct un complex de tehnici de studiu a proprietatilor electrice
ale celulelor normale / stresate prin tehnici single-cell (utilizand individual sau combinat penseta
optica si dielectroforeza) si prin tehnici aplicate pe populatii de celule (Spectroscopia de
fluorescenta). A fost proiectat si realizat un microcip destinat studierii electroporarii la nivel
single-cell cu ajutorul combinatiei penseta optica - dielectroforeza. Acest microcip va duce la

cresterea preciziei de masurare a parametrilor dielectrici si va putea fi integrat ntr-un sistem



inchis. De asemenea a fost validatda metoda utilizarii dielectroforezei in scopul caracterizarii si
separarii diferitelor linii celulare sau a celulelor care au fost supuse unor factori de stres fizici
sau chimici. Tn vederea analizarii cantitative a comportamentului dielectroforetic al celulelor am

dezvoltat un program dedicat prin intermediul caruia se pot calcula parametrii dielectrici

celulari.



|. Partea generala
1. Dielectroforeza

Dielectroforeza este miscarea produsa de actiunea unui cdmp electric neuniform asupra
unui particule dielectrice fara sarcina electrica neta. Ea se dovedeste a fi o tehnica simpla si utila
pentru studiul proprietatilor dielectrice si manipularea particulelor de dimensiuni micrometrice
(de la particule anorganice la celule vii). Marimea fortei DEP aplicata unei sfere omogene este

definita prin relatia:

Fpep = 2megeme.r>Re[CM(f)]|VE?

unde g, este permitivitatea absoluta a vidului, &, este permitivitatea relativa a mediului, r este
raza particulei, Re[CM(f)] este partea reala a factorului Clausius-Mossotti, f este frecventa
campului aplicat, VE? este mirimea gradientului patratului intensitatii cAmpului electric.
Conform acestei formule, forta DEP este controlatd de factorul CM care este dependent de
permitivitatea mediului si a particulei, precum si de frecventa. Exista domenii de frecventa
pentru care Re[CM (f)] are valori pozitive si domenii de frecventd pentru care Re[CM(f)] are
valori negative. Forta DEP poate fi zero la anumite frecvente, unde particulele nu mai resimt
nicio fortd si nu se mai deplaseaza. Aceste frecvente specifice sunt cunoscute ca frecvente de
trecere (CrossOver Frequency). Acest fenomen are loc cand partea reald a polarizabilitatilor
efective ale particulei si ale mediului inconjuritor sunt egale una cu cealalta. Tn cazul modelelor
mai complexe (cu minim un invelis), apare o a doua frecventa de crossover (Fig. 1). Dependenta

Re[CM(f)] de frecventd se numeste spectru de dielectroforeza.
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Fig. 1. Exemplu de spectre de dielectroforeza. Trasa albastra reprezintd modelul sferic, iar trasa

Frecventa (Hz)

rosie reprezinta modelul ,,Single-shell”.

In cazul unei valori pozitive a partii reale a factorului CM forta rezultantd are aceiasi
directie cu gradientul campului electric, fenomenul fiind denumit dielectroforeza pozitiva (p-
DEP). In caz contrar (Re[CM(f)] negativ), directia fortei rezultante este opusa directiei
gradientului cdmpului electric (dielectroforeza negativa, n-DEP). Cu alte cuvinte, in primul caz

particula se va deplasa catre zonele de intensitate mare a campului, iar in al doilea caz catre zone

de intensitate mica. Fig. 2 ilustreaza modul de producere a fenomenelor p-DEP si n-DEP.
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Fig. 2. Schema cu comportamentul (A) p-DEP si (B) n-DEP unde particulele dielectrice se

deplaseaza spre gradientul de camp electric ridicat, respectiv scazut.

Tn prezent, dielectroforeza este utilizata la sortarea si prinderea celulelor (inclusiv
procariote, tumorale si stem diferentiate sau nediferentiate), identificarea anumitor tipuri
celulare (prin determinarea proprietatilor dielectrice specifice fiecarei categorii), determinarea
si imbunatitirea eficientei anumitor medicamente (de exemplu: cresterea eficientei insulinei sau
a Terbinafinei pentru tratamentul anti-diabet, respectiv anti-fungic; screening-ul Cisplatinei si a
Docetaxelului), electrotransfectia asistata (prin combinarea electroporarii cu dielectroforeza) si
extractia de ADN, prinderea si izolarea virusurilor sau a celulelor infectate sau la fractionarea,

concentrarea si separarea proteinelor.



2. Penseta optica

Efectul de capcana optica apare atunci cand o particuld (cu dimensiuni de ordinul micronilor
si indice de refractie mai mare decat al mediului inconjurdtor) este plasata intr-un fascicul laser

puternic focalizat.

O particula aflata intr-un fascicul laser puternic focalizat resimte doua tipuri de forte optice:
forta de imprastiere (,,scattering” - care tinde sa impinga particula in sensul razei) si forta de
gradient (care tinde sa capteze particula in focarul razei). Fortele de imprastiere pot fi reduse la

minimum prin alegerea unei frecvente a capcanei la care obiectul prins nu absoarbe.
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Fig. 3. Forta de gradient optic exercitata pe o particula sferica.

Pensetele optice sunt unelte versatile in investigarea si manipularea particulelor de
dimensiuni micrometrice. Penseta optica genereaza o forta de capturare (For) ca urmare a
gradientului mare al intensitatii fasciculului laser care se produce in punctul focal al obiectivului

unui microscop. Forta optica este data de relatia:



7 2nrdn, (m? -1 o/
o= ¢ \m?2+2
unde n, este indicele de refractie absolut al mediului de suspensie, ¢ este viteza luminii Tn vid,

m este indicele de refractie relativ al particulei fatd de mediu ( m = n,/n4, unde n, este indicele
de refractie absolut al particulei) si VI este gradientul intensitatii fasciculului laser. Dacam > 1
(daca particula are un indice de refractie mai mare decat mediul), ﬁOT are aceeasi orientare ca

/8 prin urmare particula este trasa catre punctul focal al obiectivului microscopic, unde

intensitatea luminii este maxima.

3. Polarizarea Generalizata

Fenomenul de destabilizare al membranei celulare prin electroporare poate fi studiat cu
ajutorul mai multor sonde fluorescente, dintre care Laurdanul este una dintre cele mai utilizate.
Aceasta sonda este 0 molecula lipofilica care in starea sa electronica fundamentala este slab
nepolard, iar In starea sa excitata este puternic polara. Astfel, starea excitata a Laurdanului va
interactiona cu moleculele polare prezente in vecinatatea sa, ceea ce duce la modificarea
spectrelor de emisie (cu cat mediul este mai polar cu atat maximul de emisie se deplaseaza mai
spre rosu). Parametrul cantitativ prin intermediul caruia se caracterizeaza aceste modificari se
numeste polarizare generalizata (generalized polarization, GP) si se defineste prin expresia:

Ig —Ir

GP =
Ig + I

unde Iz si Iz reprezintd intensitdtile fluorescentei emise de Laurdan la lungimile de unda
specifice unui mediu foarte putin polar, respectiv foarte puternic polar. Prin urmare,GP este o
masura a polaritatii mediului n care se gaseste molecula de Laurdan (valoarea GP este mai mare

intr-un mediu mai nepolar si mai mica in mediu mai polar)



I1. Contributii personale
1. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Ipoteza de lucru este ca aplicare pulsurilor electrice caracteristice fenomenului de
electroporare declangeaza anumite procese de rearanjare moleculara la nivelul bistratului lipidic
al membranei celulare. Aceasta ipoteza este sustinutd de diferite modele bazate fie pe studii
experimentale fie pe dinamica moleculara. Pe de alta parte este de asteptat ca, Tn urma acestei
rearanjari, sa aiba loc un proces de permeabilizare a membranei urmat de modificari ale
parametrilor dielectrici globali ai celulei (in special datorita facilitarii traficului molecular

transmembranar).

Obiectivele generale ale lucrarii au fost de a dezvolta metode optico-electrice originale

care sa permitd, de o maniera non-invaziva, urmatoarele:

determinarea modului in care aplicarea pulsurilor electrice perturba membrana celulara
(in special gradul de impachetare a fosfolipidelor) si caracterizarea cinetica a procesului

de despachetare / impachetare;

evaluarea rolului jucat de productia speciilor reactive de oxigen indusa prin aplicarea

pulsurilor de electroporare;

determinarea modului Tn care aplicarea pulsurilor electrice duce la modificarea

parametrilor dielectrici ai celulei;

demonstrarea aplicabilitatii metodei dielectroforetice pentru caracterizarea si separarea
celulelor ce au suferit diferite tipuri de stres fizic (electroporarea) sau chimic (tratare cu

dimetilsulfoxid ca agent destabilizator de membrana)



2. Studiul 1: Dezvoltarea unei metode fluorimetrice pentru studiul efectelor

electroporarii asupra celulelor in suspensie

Evaluarea efectelor electropermeabilizarii asupra impachetarii lipidelor din bistrat prin
metode spectrofluorimetrie (de exemplu: prin masurarea GP), este o abordare noua, originala.
Pentru masurarea modificarilor GP datorate electroporarii, in timp real, a fost prototipat si
construit un sistem de electrozi compatibili cu o cuva standard pentru spectrofluorimetru si
dezvoltat un sistem trigger ce poate sincroniza achizitia fluorimetrica cu livrarea de pulsuri (Fig.
4 A si B). Geometria electrozilor a fost optimizata n vedere asigurarii uniformitatii campului

electric (Fig. 4 C).
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Fig. 4. (A) Schema configuratiei experimentale; (B) Modelul 3D al sistemului de EP in interiorul
cuvei de fluorimetrie; (C) Plotare de tip multislice a distributiei campului electric cand sunt

aplicati 600 V electrozilor.
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Pentru evaluarea impachetarii membranei celulare in timpul si dupa EP s-a utilizat
metoda polarizarii generalizate (fluoroforul utilizat a fost Laurdan), pentru productia de specii
reactive de oxigen (ROS) s-a utilizat H.-DCFDA (care se oxideaza de catre ROS la forma
fluorescenta DCF), iar pentru a masura efectul termic s-a folosit un termometru cu sonda optica

(ce poate fi inserata in cuva fluorimetrului).

Masurarea evolutiei GP (cu si fara inhibitori pentru productia de specii reactive de oxigen
si endocitozd) si masurarea productiei totale de ROS in urma electroporarii s-au realizat pe

fibroblaste de embrion de soarece (NIH 3T3).

Tn Fig. 5 sunt prezentate curbe tipice AGP obtinute pe suspensii de celule NTH 3T3 in
tampon de 1400 pS/cm. Se poate observa ca imediat dupa livrarea pulsurilor de EP apare o
deflexie pozitiva sau negativa a AGP care depinde de numarul de pulsuri aplicat. O valoare
negativa a AGP corespunde unei impachetari mai rarefiate a membranei dublu lipidice (astfel
permitand penetrarea moleculelor de apa mai adanc in miezul hidrofobic), iar o valoare pozitiva
a AGP corespunde cu 0 impachetare mai inghesuita a lipidelor, in comparatie cu starea nativa

(inainte de aplicarea pulsurilor).

Fig. 5 B arata evolutia temperaturii suspensiei celulare (méasurate simultan cu evolutia
AGP) pentru acelasi numar de pulsuri din Fig. 5 A. Este interesant de observat ca saltul in
temperatura depinde puternic de numarul de pulsuri aplicate: in cazul expunerii la 50 de pulsuri,
temperatura creste cu aproximativ 3.7 °C, iar in cazul expunerii la 5 pulsuri, saltul termic este
de aproximativ 0.5 °C. Pentru mai putin de 5 perechi de pulsuri aplicate (cand saltul termic este
neglijabil), nu mai este prezenta o deflexie pozitiva a AGP. In locul acesteia apare o deflexie
pozitiva, care nu poate fi atribuitd unui efect termic, deoarece ar insemna ca membrana celulara

scade sub temperatura la care se afla Thainte de aplicarea pulsurilor.

11
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Fig. 5. Curbe de cinetica (A) AGP si (B) temperatura pentru control, 5, 10, 30 si 50 perechi de
pulsuri, cu o frecventa de 100 ms, aplicate celulelor NIH 3T3 suspendate in tampon de 1400
pS/cm; (C) Corelare a saltului de temperatura cu numarul total de pulsuri aplicate (N) (y =0.068
+ 0.0699 x N, R? = 0.99); (D) Deflexia negativi AGP corelatd cu numirul total de pulsuri
aplicate si cu variatia temperaturii corespondente indusa de EP. Numarul de pulsuri este indicat
de catre culoarea curbei (negru - control, albastru - 5 pulsuri, maroniu - 10 pulsuri, albastru

verziu - 30 pulsuri, rosu - 50 pulsuri).

Fig. 5 C prezinta dependenta acestui salt de temperatura de numarul de pulsuri aplicate.
Se poate remarca ca aceasti dependenta prezinti o buna corelare liniara. In acest sens, in Fig. 5
D se poate vedea deflexia maxima negativa AGP depinde in mod direct de acest salt termic,
respectiv numar de pulsuri. La 5 pulsuri apare un prag de unde deflexia negativa incepe sa o
acopere pe cea pozitiva. Deflexia negativa observata este datorata efectului termic (Joule).
Deflexia pozitiva se datoreaza dupa cum vom arata mai jos, unui proces de peroxidare a lipidelor

datorat aplicarii pulsurilor.
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Prin livrarea de pulsuri EP, se poate observa o productie rapida de ROS (Fig. 6). Cu cét
numadrul de pulsuri este mai mare, cu atat productia de ROS este mai mare, la fel si valorile
maxime atinse. In Fig. 6 este exemplificata productia de ROS pentru doua situatii experimentale
(A: mediu de conductivitate mare, B: mediu de conductivitate mica). Se observa ca productia
ROS este initiata de pulsurile de electroporare, iar Tn primele 100 de secunde de la livrarea de
pulsuri aceasta atinge un platou. Acest lucru poate fi datorat restabilirii mecanismelor de

protectie antioxidanta.
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Fig. 6. Curbe de cinetica ROS obtinute pe celule NIH 3T3 electroporate in doua conditii diferite:
(A) tampon de conductivitate 1400 puS/cm, un tren de 5 pulsuri cu o perioada de 100 ms (transa
neagra - control, trasa albastra - 5 pulsuri), si (B) tampon de conductivitate 100 puS/cm, un tren

de 50 de pulsuri cu o perioada de 100 ms (trasa neagra - control, trasa rosie - 50 de pulsuri).

Prin adaugarea de N-acetil-cisteina (NAC, scavenger de specii reactive de oxigen),
deflexia pozitiva este redusd (Fig. 7 A) sau chiar eliminata (Fig. 7 B). Peroxidarea lipidica
produce o rupere a legaturilor duble din cadrul cozilor acizilor grasi nesaturati, astfel rezultand
0 impachetare mai puternici a membranei celulare. In acest caz, patrunderea mai adanci a
moleculelor de apa in interiorul miezului hidrofobic al membranei este redusa. Moleculele de
Laurdan simt aceste schimbari in mediul lipidic, fenomenul fiind reflectat intr-o crestere a

valorii AGP. Luéand in considerare toate aceste observatii, se poate concluziona ca aceasta

13
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Fig. 7. Curbe cinetice AGP obtinute pe celule NIH 3T3 electroporate in prezenta scavengerului
de ROS, NAC: (A) tampon de conductivitate 1400 puS/cm, expuse la un tren de 5 pulsuri cu
perioada de 100 ms (trasa albastra — lot control, trasa mov — tratate cu 250 uM NAC, trasa
galbena — tratate cu 625 pM NAC), si (B) tampon de conductivitate 100 uS/cm, expuse la 50 de
pulsuri cu perioada de 100 ms (trasa rosie — netratate, trasa gri — tratate cu 80 uM NAC).

14



3. Studiul 2: Dezvoltarea unui microsistem integrat de dielectroforeza,
electroporare si penseta optica pentru studiul efectelor electroporarii asupra

celulelor Tn suspensie

Unul din obiectivele acestui studiu a fost acela de a construi un microsistem care sa
integreze dielectroforeza si electroporarea cu capabilitatea de a studia aceste fenomene pe celule

singulare. Microsistemul trebuie sa satisfaca doua conditii speciale foarte importante:

1. calitate opticd bund a suprafetelor transparente care sa permitd utilizarea unei pensete
optice si masuratori precise de dimensiune, forma si pozitie a celulelor studiate;
2.electrozii pentru dielectroforeza / electroporare sa fie suficient de inalti incat celulele din

canalul microfluidic sa nu resimta un gradient vertical de camp.

Sistemul proiectat permite ca, prin combinarea fortelor de dielectroforeza si penseta
optica sa se realizeze o capcana electro-optica cu ajutorul careia celulele pot fi manipulate si

caracterizate dielectric.

Microsistemul permite selectarea unei celule, prinderea acesteia in penseta optica,
transportarea in zona electrozilor de electroporare, electroporarea, mutarea in zona de
dielectroforeza si expunerea la un camp de dielectroforeza cu amplitudine crescanda in vederea
determinarii echilibrului specific dintre forta dielectroforetica si cea optica, echilibru numit in
continuare amprentdi electro-optica. Ipoteza de lucru este ca fiecare categorie de celule are o
amprentd optico-electrica specifica, astfel permitand identificarea si separarea lor. Obiectivele
specifice ale acestui studiu au fost: proiectarea si crearea microsistemului, precum si
determinarea modului in care amprenta electro-optica a unei celule se modifica in urma

electroporarii.

Sistemul este compus din doua parti principale (Fig. 8): microcipul propriu zis (fabricat
din sticla si aur) si suportul microcipului (plastic). Microcipul, la randul lui, este format din doua

componente:

a. componenta inferioara este o lamela cu dimensiunile de 15 x 15 x 0.5 mm. In centrul
acesteia se afla un decupaj de forma patrata (9 x 9 x 0.2 mm) proiectata special pentru a
se potrivi cu componenta superioara Fig. 8. Tn mijlocul decupajului se afla trei perechi

de stélpi dielectrici (170 pm inaltime, 125 um diametru, 40 pm distanta intre stalpi, 300

15



Componenta

Componenta
inferioara

pm distanta intre perechi de stalpi). Grosimea lamelei permite utilizarea obiectivelor de
100x (NA = 1.4, imersie), necesare pentru o prindere optica eficienta.

b. Componenta superioara are dimensiunea de 9 x 9 x 0.17 mm. Central aceasta prezinta o
gaura formata dintr-un canal (300 pum latime, 2 mm lungime) ce leagd doua rezervoare
(godeuri) pentru introducerea lichidului. Pe peretii interiori ai canalului se afla depusi
electrozii pentru EP si DEP. Odatd asamblat cipul microfluidic, stalpii centrali ai

componentei inferioare for fi asezati centrat in lungul canalului microfluidic.

Canal microfluidic

Electrod
Godeu de

. Palpator
incarcare

conductiv

superioar

Microcip

Suportul cipului

Fig. 8. Modele 3D cu: (A) componentele microcipului (superioara si inferioara) si (B) sistemul

integral (microcipul si suportul).

Suportul cipului microfluidic (Fig. 8 B) are dimensiunile unei lame de microscop (25 x

75 x 1 mm), pentru a putea fi utilizat pe orice microscop clasic sau cu inversie. In centrul

acestuia se afla o degajare de 15 x 15 x 0.5 mm pentru alinierea microcipului si un orificiu care

permite accesul obiectivului microscopului. Fixarea microcipului se face cu o pereche de

palpatori conductivi care asigura si contactul electric cu generatorul de functii.

Ansamblul compus din cipul microfluidic atasat la suport este prezentat in Fig. 9 A. Tn

Fig. 9 B este reprezentata o imagine microscopica (obiectiv de 10x) a canalului microcipului.
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Datorita structurii sale modulare, microcipul poate fi usor manipulat si spdlat. Aceasta

configuratie permite si schimbarea lichidelor in timpul experimentelor.

A B

Stélp de -
sticla

Canal
microfluidic

ELECTROD ; G ‘ ELECTROD

Fig. 9. (A) Imagine cu microcipul asamblat in suport. Microcipul este fixat de cei doi palpatori
conductivi, acestia din urma fiind la randul lor conectati la generatorul de functii. (B) Imagine

microscopicd cu camera dielectroforetica / de electroporare, cu stalpii cilindrici centrati.
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4. Studiul 3: Dezvoltarea si implementarea unui metode de analiza a spectrelor de

dielectroforeza

Tn acest studiu s-a avut in vedere determinarea spectrelor de dielectroforeza pentru diferite
categorii celulare (pe populatii de celule) Tn scopul optimizarii parametrilor necesari realizarii

unei capcane optice eficiente:

A. pe fibroblaste provenite din embrion de soarece (NIH 3T3) suspendate in medii cu
conductivitati diferite (200 pS/cm, 400 pS/cm, 800 pS/cm si 1280 uS/cm). Aceste
spectre vor ajuta la alegerea frecventei si conductivitatii ideale pentru determinarea
amplitudinilor de scapare cu microsistemul DEP-OT,;

B. celule pulmonare de hamster (DC3F) suspendate in medii cu cantitati diferite de
dimetilsulfoxid (DMSO, de la 0 concentratie de 5% pana la 30%) si conductivitati
diferite (10 puS/cm, 100 pS/cm si 400 uS/cm). DMSO este o molecula utilizata in foarte
multe aplicatii biologice si biotehnologice (de exemplu: criconsevarea culturilor
celulare) preponderent datorita efectului acesteia asupra membranei celulare. Precum
electroporarea, aceasta moleculd creste puternic permeabilitatea membranei lipidice.
Avand Tn vedere efectele acestei molecule si faptul ca microsistemul integrat pentru
DEP-OT nu se limiteaza doar la studiul electroporarii, verificarea efectelor acestei
molecule asupra membranelor va ajuta la viitoarea validarea a capcanei electro-optice in

cazul celulelor supuse unui stres chimic.

De asemenea s-a avut in vedere si dezvoltarea unei metode (ce include un program ,,open-
source”) mai robuste de fitare a spectrelor de dielectroforeza cu potentialul viitor de a putea fi
utilizata in tandem cu cipul microfluidic sau cu orice alt sistem pentru determinarea unui spectru

de dielectroforeza.

Tn Fig. 10 se poate vedea ci o dati cu cresterea conductivititii mediului de suspensie forta
DEP relativa scade considerabil. Aceasta este o informatie foarte utild pentru configurarea
experimentelor desfasurate in capcana electro-optica, deoarece n experimentele de determinare
a amplitudinii de scdpare este necesara o forta dielectroforetica cit mai mare (realizatd la
amplitudini cat mai mici ale campului electric) si este necesara utilizarea unei conductivitati cat

mai scazute.
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Fig. 10. Spectre de dielectroforeza obtinute pe celule NIH 3T3 suspendate Th medii de
conductivitate diferita (200 puS/cm, 400 pS/cm, 800 uS/cm si 1280 pS/cm).

Un alt avantaj al unei conductivitati cat mai mici a mediului este largirea intervalului de
frecvente la care forta pDEP este prezenta (datorita deplasarii primei frecvente de trecere spre

valori mai mici) si cvasi constanta (zona de platou din Fig. 10, trasa neagra, este mult mai larga).

In cazul spectrelor obtinute pe celule DC3F suspendate in medii de conductivitate 100
pS/cm si 400 pS/cm, cu o concentratie de 30 % de DMSO (Fig. 11), se observa o deplasare a
frecventei de trecere catre valori mai mari s1 o scadere usoard a fortei DEP relative. La
conductivitati mici (10 pS/cm) nu se observa un efect semnificativ al DMSO. La conductivitati
mai mari se observa o tendintd de crestere a frecventei de trecere cu concentratia de DMSO,

tendinta cu atat mai accentuata cu cat creste conductivitatea mediului.
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Fig. 11. Spectre de dielectroforeza obtinute pe celule DC3F suspendate in medii de
conductivitate diferita: (A) 10 uS/cm, (B) 100 pS/cm si (C) 400 pS/cm pentru diferite
concentratii de DMSO.

Aceste date sustin ipoteza ca metoda dielectroforetica are potentialul de a determina
variatii in parametrii dielectrici ai celulelor datorate unui stres chimic si vor ajuta la alegerea

parametrilor pentru validarea capcanei electro-optice pentru astfel de situatii.

Tot in cadrul acestui studiu s-a dezvoltat un program de analiza a spectrelor de
dielectroforeza. Acesta poate fi utilizat cu orice set de date introdus printr-un fisier Excel si are
capacitatea de a oferi unelte precum: calcularea valorilor ,,residuales” la fitare, introducerea unui
set de date mai mare de 20 de variabile si posibilitatea de a fi integrate modele mai complexe
decét cel sferic sau single-shell. In acelasi timp, programul este open-source, putand fi preluat

si modificat de oricine are nevoie.
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5. Concluzii si contributii personale

In cadrul studiilor realizate s-a demonstrat posibilitatea utilizarii dielectroforezei
combinatd cu penseta opticd pentru studiul anumitor parametrii dielectrici ai celulelor si al
modificarilor acestor parametrii prin inducerea unor categorii de stres fizic si chimic. De
asemenea, s-a propus utilizarea parametrului numit Polarizare Generalizatd pentru studiul

efectelor electroporarii asupra impachetarii lipidelor din bistratul membranar al celulei.

Experimentele care au fost realizate cu ajutorul dispozitivului de electroporare n

interiorul fluorimetrului au permis obtinerea urmatoarelor rezultate:

1. S-a pus in evidentd un efect de dezordonare a membranei celulare reflectat printr-o
deflexie negativa a GP, asociat efectului termic al aplicarii pulsurilor; s-a putut observa
relaxarea termica ulterioara;

2. S-aobservat un efect de compactare/impachetare tranzienta a membranei reflectat printr-
o deflexie pozitiva a GP, urmat de un efect de relaxare manifest pe o scala de timp de

ordinul minutelor.

In vederea caracterizarii dielectroforetice a celulelor si efectelor pe care unii factori de

stres chimic 1l au asupra lor s-a putut demonstra ca:

1. Moleculele amfifile chaotropice, precum DMSO, produc o deplasare a primei frecvente
de trecere catre valori mai mari;

2. Metoda dielectroforetica este destul de sensibild incat sa detecteze schimbari datorate
unor factori de stres chimici.

3. Conductivitatea mediului scazuta duce la o forta DEP mai mare si la o deplasare a

primei frecvente de trecere catre valori mai mici;

Rezultatele obtinute justifica validitatea metodelor electro-optice ca tehnici pentru
determinarea proprietatilor mecanice si electrice ale celulelor. Pentru obtinerea unor rezultate
mai reproductibile si mai precise S-a dezvoltat un prototip al unui microcip compact, modular si

reutilizabil.

Tot in cadrul acestui studiu s-a dezvoltat un program de analiza a spectrelor de
dielectroforeza. Acesta poate fi utilizat cu orice set de date introdus si permite, Tn anumite

circumstante, calcularea parametrilor dielectrici ai celulelor studiate.
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