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Prezentare generala

Aceasta tezd este dedicatd avansarii tehnicilor biofizice, in special penseta optica (OT) si
dielectroforeza (DEP), pentru caracterizarea, manipularea si separarea celulelor epiteliale
pigmentare retiniene (RPE), cu accent pe contributia la Tmbundtétirea strategiilor terapeutice
pentru tulburdrile retiniene, cum ar fi degenerescenta maculard legata de varstd (AMD). Cercetarea
este Tmpartitd in doud studii principale, fiecare abordand provocdri critice in domeniul medicinei
regenerative si al terapiilor bazate pe celule pe populatia celulara si la nivel de celuld unica.
Caracterizarea dielectroforeticd ofera informatii valoroase despre proprietatile electrice ale
celulelor RPE sub stres oxidativ, in timp ce analiza unicelulard folosind OT si DEP oferad o
intelegere mai profundd a proprietatilor optice si electrice ale celulelor individuale. Rezultatele
evidentiaza utilitatea DEP si OT in domeniul medicinei regenerative, in special pentru dezvoltarea
de terapii precise bazate pe celule pentru bolile retiniene. Aceasta lucrare evidentiaza potentialul
metodelor biofizice In avansarea caracterizarii, separdrii si analizei celulelor terapeutice,
contribuind In cele din urma la rezultate Tmbundtatite In transplantul de celule si terapiile
optogenetice care vizeaza restabilirea vederii la pacientii care suferd de tulburari degenerative
retiniene.

Teza este structuratd pentru a oferi mai intdi o introducere generald si un context in capitolele 1 si
2, pregatind terenul pentru studiile specifice prezentate in capitolele 3 si 4.

Capitolul 1 intitulat "Introducere in vederea umana si bolile retiniene" ofera o imagine de
ansamblu asupra vederii umane, a structurii retinei si a bolilor retiniene comune, cum ar fi AMD,
retinopatia diabeticd si retinita pigmentard. Discutd rolul celulelor RPE in mentinerea sanatatii
retinei si introduce terapii emergente, cum ar fi transplantul de celule si optogenetica, ca potentiale
tratamente pentru tulburdrile de vedere.

Capitolul 2 intitulat "Metode biofizice pentru caracterizarea si separarea celulelor fard marcatori"
introduce OT si DEP ca instrumente biofizice cheie pentru manipularea si caracterizarea celulelor.
Acesta explicd principiile OT, inclusiv captarea optica si calibrarea fortei, si DEP, concentrandu-
se pe utilizarea sa pentru separarea celulelor pe baza proprietitilor dielectrice. Capitolul
evidentiazd, de asemenea, importanta analizei celulare in timp real (RTCA) pentru monitorizarea

comportamentului celular.



Contributie personala

Capitolul 3: Caracterizarea dielectroforetica a celulelor epiteliale
pigmentare retiniene peroxidate ca model de degenerescenta maculara

legata de varsta

4.1. Degenerescenta maculara legata de varsta (AMD)

AMD este una dintre cele mai frecvente cauze ale pierderii vederii la adultii cu varsta peste 50 de
ani, in special in tarile dezvoltate. Pe masura ce populatia globala imbatraneste, AMD devine o
problema de sdnatate publica din ce In ce mai importanta, milioane de persoane din intreaga lume
suferind de efectele sale debilitante. Boala vizeaza in primul rand macula, portiunea centrald a
retinei care ne permite sa indeplinim sarcini care necesita o vedere clara, centrald, cum ar fi cititul,
recunoasterea fetelor si conducerea. Macula este o zona specializatd din retind care contine o
concentratie mare de celule fotoreceptoare, care transforma lumina in semnale vizuale. in AMD,
macula se deterioreazd, ducand la o pierdere treptata a vederii centrale. Aceastd pierdere a vederii
poate fi devastatoare, deoarece are un impact semnificativ asupra activitatilor zilnice si a calitatii
vietii, desi vederea periferica raimane de obicei intacta [1].

Fiziopatologia AMD este complexa, implicand factori genetici, de mediu si de stil de viata. Stresul
oxidativ joacd un rol central in progresia AMD, in special datorita activitatii metabolice ridicate a
retinei, expunerii constante la lumind si abundentei acizilor grasi polinesaturati, care sunt
predispusi la oxidare. In timp, stresul oxidativ diuneaza RPE si celulelor fotoreceptore, ducand la
acumularea de drusen si degenerescenta maculara. Factorii de mediu precum fumatul, dieta saraca
si expunerea la lumina soarelui exacerbeaza si mai mult stresul oxidativ si inflamatia, crescand
riscul de AMD [2],[3].,[4].

In prezent, nu exista un tratament pentru AMD, dar tratamentele au ca scop gestionarea bolii si
incetinirea progresiei acesteia. Terapiile regenerative emergente, 1n special transplantul de celule
RPE, ofera speranta pentru restabilirea vederii la pacientii cu AMD. Celulele stem pluripotente

induse (iPSC) si celulele stem embrionare (ESC) pot fi diferentiate in celule asemanatoare RPE si



transplantate Tn spatiul subretinian, unde se pot integra cu tesutul retinian existent si pot restabili
functia. In timp ce provocdrile precum asigurarea supravietuirii celulare pe termen lung si
prevenirea respingerii imune raman, progresele in medicina regenerativa sunt promitatoare pentru

dezvoltarea de tratamente eficiente pentru a opri sau inversa progresia AMD [5],[6].
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Fig. 3.1 Ilustrarea etapelor AMD. Progresia AMD incepe cu formarea drusenelor, care sunt depozite care se
acumuleazi sub stratul de celule RPE. Aceasti etapa este cunoscutd sub numele de AMD uscati. in forma avansata,
cunoscutd sub numele de AMD umeda, vasele de sdnge anormale din coroidd patrund in stratul RPE si retina,
provocand perturbari. Aceste vase de sange pot scurge lichid sau sange, ducand la pierderea treptata a vederii. Figura

adaptata de sub permisiunea de reutilizare pentru teza [7].

4.2. Terapii AMD bazate pe celule RPE

Celulele RPE formeazd un monostrat intre celulele fotoreceptoare si stratul coroid puternic
vascularizat. Fiecare celula RPE are suprafete apicale si bazale unice. Partea bazala interactioneaza

cu alimentarea cu sange coroidian, in timp ce partea apicald este orientatd spre segmentele



exterioare ale fotoreceptorului. Intelegerea importantei celulelor RPE in sanitatea ochilor si a altor

boli legate de vedere necesita o apreciere a rolului lor in vederea umana [8].
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Fig. 1.1 Ilustratie care arata celulele RPE care formeaza o bariera retiniand sanguind necesara pentru transportul
nutrientilor din sdnge in retind si eliminarea deseurilor generate de celulele fotoreceptoare. RPE este esential pentru

mentinerea unui mediu retinian sanatos. Figura creata folosind biblioteca de pictograme Reactome.

Transplantul de celule RPE a aparut ca o optiune terapeuticd promititoare pentru afectiunile
retiniene, inclusiv AMD. Celulele RPE, situate intre retind si coroidd, sunt esentiale pentru
mentinerea functiei fotoreceptorilor si a sanatatii generale a retinei. Pierderea sau disfunctia lor
este un semn distinctiv al AMD si al altor boli degenerative retiniene. Spre deosebire de alte celule
retiniene, celulele RPE pot fi cultivate cu usurinta in vitro si nu necesitd conexiuni sinaptice, ceea
ce le face candidati ideali pentru transplant. Progresele recente in transplantul de celule RPE au
demonstrat potentialul de a restabili functia fotoreceptorilor la pacientii cu AMD [5],[9] [10], [11].
Progresele recente in tehnicile de separare a celulelor, cum ar fi sortarea celulelor activate prin
fluorescenta si dielectroforeza (DEP), au imbunétatit eficienta si precizia izolarii celulelor RPE si
fotoreceptore. DEP, in special, oferd o metoda neinvaziva fara marcaj pentru purificarea celulelor
RPE pe baza proprietatilor lor dielectrice, minimizadnd contaminarea si Imbunatétind rezultatele
transplantului.

In ciuda acestor progrese, raman provociri in transplantul de celule RPE, inclusiv asigurarea

supravietuirii celulelor, integrarea si prevenirea respingerii imune [12], [13], [14]. Metodele



actuale de purificare, cum ar fi sortarea imunomagnetica si centrifugarea gradientului de densitate,
se confruntd cu limitdri precum pierderea viabilitatii celulare si eterogenitatea [15] , [16], [17].
Abordarile bazate pe DEP ofera o solutie potentiala, permitand izolarea precisa si cu randament
ridicat a celulelor RPE sanatoase, abordand aceste provocari si sporind potentialul terapeutic al
transplantului de celule RPE [18], [19]. Pe scurt, transplantul de celule RPE este promitator
semnificativ pentru tratarea AMD, cercetarile in curs de desfasurare concentrandu-se pe depasirea
provocdrilor legate de supravietuirea, integrarea si purificarea celulelor. Progresele in tehnici
precum DEP sunt esentiale pentru imbunatatirea calitatii si eficacitatii terapiilor bazate pe RPE,

oferind speranta pentru restabilirea vederii la pacientii cu AMD.

4.3. Rezultatele

Studiul s-a concentrat pe caracterizarea si separarea celulelor RPE sdnatoase si stresate oxidativ

folosind DEP ca model pentru AMD. Principalele constatari includ:

4.3.1. Analiza DEP a conductivitatii mediului extern

Spectrele DEP ale BPEI-1, o linie celulard RPE de sobolan, au fost inregistrate sub diferite
conductivitati ale mediului extern pentru a stabili conditii adecvate de experiment. Un tampon pe
bazd de zaharozd cu conductivitate scazuta (0,01 S/m) a furnizat cea mai puternicd forta DEP
pozitivd (p-DEP) si cele mai precise masuratori, minimizand incdlzirea Joule si efectele
electroforetice nedorite. Conductivitatile mai mari (0,02 S/m si 0,04 S/m) au dus la cresterea

......

special In experimentele de stres oxidativ.

4.3.2. Morfologia si viabilitatea celulara

Testele de microscopie si MTS au aratat ca stresul oxidativ indus de H20: a cauzat modificari
morfologice dependente de doza si a redus viabilitatea celulard in celulele BPEI-1. La 100 uM
H-0:, celulele au prezentat rotunjire si detasare, indicand apoptoza. Cu toate acestea, antioxidantul
N-acetilcisteind (NAC) impiedica in mod eficient aceste efecte, pastrand morfologia si viabilitatea
celulard. NAC la 1,0 mM a oferit o protectie optima, restabilind viabilitatea celulara la niveluri

apropiate de control.
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4.3.3. Monitorizarea proliferarii celulare in timp real

Analiza celulard in timp real (RTCA) a aratat cd expunerea la H-O. a redus semnificativ
proliferarea celulara, cu 100 uM H-O: provocand moartea celulara rapida. Tratamentul cu NAC,
in special la 1,0 mM, a permis celulelor sa recupereze ratele de proliferare, demonstrand rolul sau
protector impotriva daunelor oxidative. Concentratiile mai mari de NAC (2,5 mM) au aratat o

recuperare Intarziatd, sugerand o potentiald toxicitate la doze excesive.

4.3.4. Caracterizarea dielectroforetica

Spectrele DEP ale celulelor RPE tratate cu H2O: au ardtat o permitivitate membranara crescutd,
indicand leziuni oxidative ale stratului dublu lipidic. Tratamentul cu NAC a redus acest efect,
restabilind proprietdtile membranei mai apropiate de cele ale celulelor sandtoase. Prima frecventa
de incrucisare (CO) s-a schimbat la valori mai mici in celulele tratate cu H2O:, reflectand
modificarile membranei si conductivitatii citoplasmatice. Aceste diferente dielectrice au permis

separarea celulelor sandtoase si stresate oxidativ folosind DEP.

4.3.5. Simulari pentru separarea celulelor

Simularile COMSOL ale unui cip de separare DEP microfluidic au demonstrat potentialul de a
separa celulele RPE sanitoase si tratate cu H202 cu o eficientd de 100%. Simularile au folosit
proprietati dielectrice derivate experimental si au luat In considerare variabilitatea dimensiunii

celulelor, confirmand fezabilitatea sortarii celulare bazate pe DEP pentru terapiile de transplant.

11
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Fig. 3.2 Simulari in modelul cipului de separare DEP de: (a) debit, (b) intensitatea campului electric, (¢), (d) separarea
celulelor de control (sandtoase) de amestecuri de celule sanatoase si tratate cu 50 si 100 pM H,0, Respectiv. Frecventa

campului DEP a fost 28.941 kHz, care este prima frecventa CO a celulelor de control.

4.4. Concluzie

In acest studiu, am dezvoltat un model AMD in vitro si am demonstrat modul in care DEP poate

evalua si separa celulele BPEI-1 RPE sanatoase si oxidate. Cresterea concentratiilor de H20: a

......

......

[21]. ROS a generat in timpul stresului oxidativ proteine si lipide modificate, initiind reactii in lant
care au modificat structura membranei, fluiditatea si permeabilitatea ionicd, perturband in cele din

urma functia celulara si ducand la moartea celulara [22], [23], [24].
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DEP s-a dovedit valoros pentru evaluarea proprietatilor electrice ale membranelor celulare
peroxidate si ale citosolului. In timp ce modelul single-shell a interpretat eficient datele, este o
simplificare si sunt necesare modele mai avansate pentru a surprinde pe deplin daunele oxidative,
inclusiv fragmentarea ADN-ului si disfunctia metabolica. Schimbarea frecventei primului
crossover (CO) la valori mai mici in celulele tratate cu H20: a sugerat un raspuns "totul sau nimic",
necesitand teste biochimice suplimentare pentru a cuantifica nivelurile de peroxidare.

In concluzie, metodele bazate pe DEP au caracterizat si separat cu succes celulele RPE sanitoase
si oxidate, validand utilitatea lor in cercetarea AMD. Simularile au confirmat capacitatea DEP de
a izola celulele sdnatoase din amestecuri, oferind o abordare promitdtoare pentru sortarea celulelor
in terapiile de transplant. Aceasta lucrare avanseaza medicina regenerativa permitand purificarea

celulelor RPE sandtoase, un pas critic in terapiile personalizate de inlocuire a celulelor [20], [25].

Capitolul 4: Masurarea fortei optice de captare si caracterizarea unei
singure celule folosind dielectroforeza combinata

4.1. Introducere

In ultimii ani, tehnicile de manipulare a unei singure celule au devenit instrumente esentiale in
cercetarea biologicd [26]-[28]. Printre aceste metode, OT se remarca ca o tehnica proeminenta,
utilizand fascicule laser foarte focalizate pentru a prinde obiecte microscopice fara a fi nevoie de
etichete sau contact fizic. Aceastd abordare a castigat o utilizare pe scara largd pentru
micromanipulare si masurdtori precise ale fortei asupra celulelor si organitelor [29]. Principiul din
spatele OT a fost descoperit pentru prima data de Arthur Ashkin in anii 1970, care a identificat o
fortd de gradient capabild sd prindd microparticule [30], ceea ce l-a condus la dezvoltarea
pensetelor optice in 1986. De la descoperirea sa, OT este aplicat in diverse domenii, in special in
manipularea celulelor individuale si a microparticulelor in spatiul tridimensional [31]. In contexte
biologice, OT sunt folosite pentru a prinde virusi, bacterii si celule, precum si pentru a facilita
procese precum fuziunea celulard, sortarea si chiar efectuarea de interventii chirurgicale
intracelulare [32]. Aceastd tehnicd permite manipularea extrem de precisd a particulelor
individuale si oferd mdsuratori precise ale fortei, permitdnd observatii aprofundate ale
caracteristicilor ADN-ului, activitatilor enzimatice, operatiunilor motorii moleculare si

interactiunilor proteina-ADN [33], [34]. Prin calcularea cu precizie a fortelor de captare optica,
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cercetdtorii pot explora raspunsurile celulare la stimuli mecanici, pot manipula structurile
subcelulare si pot masura fortele generate de motoarele moleculare, cum ar fi cele implicate in
legarea actind-miozina [35] —[37] . Ca urmare, OT joaca un rol crucial in dezvaluirea proceselor
biologice fundamentale, cum ar fi diviziunea celulara, motilitatea si transportul intracelular [38],

[39].

white light A
illumination '@'
M = mirror
condenser L =lens
microfluidic m

<+— mechanical focal

plane
63X objective function
NA0.75 lens generator

hole
dichroic | M,
mirror ] |

low pass H—I—E ) f2 f1
infrared Filter Gaussian

computer camera 1064 nm
laser

chip

Fig. 4.1 O configuratie de captare dubla proiectatd pe un microscop inversat prin combinarea OT cu un singur fascicul

cu DEP pe planul focal al microscopiei.

Exista diverse metode disponibile pentru a masura fortele folosind OT pe particule de dimensiuni
mici si celule simple, cum ar fi drojdia sau celulele rosii din sange [40]-[46]. Pozitiile particulei
prinse in aceste metode sunt de obicei masurate folosind QPD. Estimarile teoretice ale fortei sunt,
de asemenea, disponibile pentru o geometrie sferica a unei particule omogene prinse [47]. Atat
QPD, cat si metodele teoretice de estimare a fortei sunt fiabile atunci cand se trateaza particule
sferice, omogene. Cu toate acestea, celulele eucariote, fiind mari, nesferice si neomogene, prezinta
provocdri pentru calibrarea precisa a fortei OT folosind tehnici conventionale. Pentru a rezolva
acest lucru, am explorat o metodd de calibrare bazatda pe OT combinat cu DEP, permitand

masurarea directd simultand a fortelor optice de captare si evaluarea proprietatilor optice si
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electrice ale celulelor vii. Aceastd abordare integreaza DEP cu OT prin echilibrarea fortelor si
permite evaluarea fortei OT si a proprietdtilor celulare intr-o maniera fara etichete.

DEP este un efect electrocinetic descoperit pentru prima datd de Pohl in anii 1950, in care
particulele dielectrice se misca si se aliniaza ca raspuns la un gradient de camp electric neomogen
[48]. De la descoperirea sa, numeroase studii au explorat in continuare teoria DEP si aplicatiile
sale biologice [49]-[51]. Identificat initial ca un proces electrocinetic fundamental, DEP s-a
dovedit a avea un potential semnificativ in aplicatii biologice, cum ar fi metodele fara etichete,
fara contact, pentru sortarea, purificarea si captarea celulelor [52]. DEP valorificd interactiunea
dintre cAmpurile electrice si polarizabilitatea intrinseca a particulelor [53]. In aceasti lucrare, am
avansat metoda de evaluare a fortei maxime de captare OT pe celulele vii prin aplicarea unei forte
DEP de rampa (obtinuta prin reglarea tensiunii). Pe masura ce forta DEP creste, celula prinsa este
deplasatd treptat, mentinand in acelasi timp echilibrul dintre fortele optice si electrice. Forta
maxima de prindere este identificata atunci cand forta DEP aplicata depaseste forta OT, denumita
"tensiune de evadare". Pentru celulele supuse unor forte DEP egale, forta maxima de captare optica

depinde exclusiv de proprietitile optice ale celulelor.

4.2. Metoda experimentala

Forta maxima de prindere opticd a celulelor (BPEI-1, NIH3T3 si Caco-2) a fost accesatd de
"tensiunea de evadare" la care celula scapa din OT. Fortele DEP au fost aplicate intr-o rampa pana
cand echilibrul dintre cele doua forte se rupe. Deoarece fortele OT si DEP sunt in echilibru pana
la punctul de evadare in care forta OT atinge maximul, sistemul permite estimarea fortei OT prin

calcularea fortei DEP.

For = Fopp = 2meoe,r3Re[K ()IV|E?|

Pentru a stabili frecventa cdmpului electric care urmeaza sa fie aplicat in timpul experimentelor de
evadare si pentru a masura Re[K(f)] celulele BPEI-1, NIH3T3 si Caco-2, spectrele DEP ale

populatiei au fost Inregistrate si procesate folosind OpenDEP [54].
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Fig. 4.2 Etape experimentale pentru determinarea tensiunilor de evadare: (a) O celula (raza 6,24 um) este prinsa de
OT (indicatd de un ' albx") si pozitionate intre doi electrozi triunghiulari, mai aproape de unul dintre ei. (b) Pozitia
celulei este reglata ca raspuns la o tensiune DEP foarte scazutd. (c) Celula scapé din capcana opticd, asa cum se observa
in cadrul corespunzator 5 Vpp. (d) Celula raméane prinsa pe electrod la tensiuni care depésesc echilibrul fortelor DEP

si OT. (e) si (f) descriu urmarirea pozitiei si vitezei celulei.

Valorile experimentale ale Re[K(f)] au fost calculate pe baza dimensiunii medii masurate a
celulei in DEP-ul populatiei; Cu toate acestea, in experimentele cu o singurd celuld, celulele
prezinta o gama de dimensiuni, despre care se stie ¢ influenteaza valoarea Re[K(f)]. Am simulat
spectrele DEP pentru dimensiunile celulelor (variind de la maxim la minim) masurate in
experimentele noastre, utilizind parametrii electrici ai celulelor derivati din datele DEP ale
populatiei. Pe baza acestor date, a fost determinata frecventa DEP (2 MHz) unde Re[K (f)] nu are
o influenta asupra dimensiunilor celulelor pentru toate cele 3 tipuri de celule. Desi, am efectuat si
experimente cu o singura celula la frecventa de 100 KHz la care sistemul detecteaza diferentele
electrice ale celulelor. Frecventa de 100 kHz permite observarea variatiei Re[K (f)] care apare din
cauza diferentelor electrice si de dimensiune dintre celule, in timp ce, la frecventa de 2 MHz,
celulele prezintda Re[K(f)] egalitate, ceca ce este, de asemenea, independent de dimensiunea
celulei. Alegerea de 2 MHz a permis generarea fortei p-DEP maxime posibile, atenuand 1n acelasi
timp orice efecte potentiale legate de dimensiune asupra calculelor ulterioare, ceea ce a permis

evaluarea diferentelor optice (indici de refractie) dintre celule.
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4.3. Rezultate

Studiul s-a concentrat pe dezvoltarea unei metode de masurare a fortelor OT asupra celulelor vii

folosind DEP ca tehnica complementara. Principalele constatari includ:

4.3.1. Optimizare si teste preliminare

Testele de fluorescenta cu iodura de propidiu (PI) si analiza celulara in timp real (RTCA) au fost
utilizate pentru a evalua viabilitatea celulard in cazul expunerii la cdmpul DEP. Rezultatele au
aratat ca tensiunile DEP peste 15 V au deteriorat semnificativ celulele, In timp ce tensiunile mai
mici (sub 10 V) au mentinut o viabilitate ridicatd a celulelor. Acest lucru a ghidat optimizarea
puterii laserului OT la 6,4 mW, asigurdnd deteriorarea minimd a celulelor in timpul

experimentelor.

4.3.2. Simulari de camp electric

Simularile COMSOL ale gradientului campului electric in cipul microfluidic au dezvaluit cel mai
mare gradient in apropierea varfurilor electrozilor triunghiulari. Simuldrile au furnizat valori
numerice pentru intensitatea si gradientul campului electric, care au fost utilizate pentru a calcula

forta DEP care actioneaza asupra celulelor in timpul experimentelor.

4.3.3. Estimarea tensiunii de evadare

Tensiunea de evadare, unde forta DEP depaseste forta OT, a fost determinatd prin urmarirea
pozitiilor celulelor sub tensiuni DEP in crestere. La 2 MHz, forta DEP a fost independenta de
dimensiune, permitdnd masuratori precise ale fortelor OT. Tensiunea medie de evadare si fortele
OT corespunzatoare au fost calculate pentru celulele BPEI-1, NIH3T3 si Caco-2, dezvaluind

diferente in proprietatile lor optice, in special indicii de refractie.

4.3.4. Caracterizarea unei singure celule

Indicii de refractie ai celulelor Caco-2 si BPEI-1 au fost estimati folosind celulele NIH3T3 ca
referintd. Celulele BPEI-1 au prezentat cel mai mare indice de refractie, probabil datorita

continutului ridicat de melanina, in timp ce celulele Caco-2 au avut un indice de refractie mai mic.
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Aceste diferente in proprietatile optice s-au reflectat in fortele OT masurate, validand capacitatea

metodei de a distinge celulele pe baza caracteristicilor lor intrinseci.

4.4. Concluzie

OT s-a dovedit a fi instrumente nepretuite in cercetarea biologica, permitand manipularea si
madsurarea fortei particulelor microscopice prin fascicule laser foarte focalizate. Cu toate acestea,
configuratiile OT traditionale Intdmpina provocdri atunci cand sunt aplicate la particule mai mari,
neomogene si imprastiate, cum ar fi celulele. De obicei, aceste metode se bazeaza pe masurarea
migcarii browniene a particulei prinse folosind o fotodioda de cadran (QPD), care este mai putin
eficientd pentru dimensiunile mai mari ale celulelor. In astfel de cazuri, abordarea standard este
calibrarea fortei de rezistenta vascoasa, necesitand fie un cip si o pompa microfluidica calibrate cu
precizie, fie o treaptd mobild de inaltd precizie.

In acest articol, va propunem o metoda de calibrare bazati pe DEP care simplifica procesul.
Aceasta metoda necesitd doar o glisierd cu electrozi depusi si un generator de functii.
Complexitatea abordarii noastre constd in primul rand in dobandirea spectrelor DEP necesare
pentru a calcula partea reald a factorului Clausius-Mossotti, Re[K (f)]. Din fericire, Re[K(f)]
poate fi derivat folosind parametri electrici cunoscuti pentru multe tipuri de celule. Tehnica noastra
experimentald valorificd interactiunea dintre fortele dielectroforetice si fortele de captare ale OT,
facilitdnd detectarea directa a fortei pe celulele individuale. Acest design permite determinarea
tensiunii DEP la care o celula scapa de OT, permitand calculul fortei de evadare in conditii
controlate. Cand sunt analizate doud tipuri de celule cu dimensiuni similare si polarizabilitéti
electrice, metoda noastra dezvaluie diferente in fortele de evadare a captarii optice, evidentiind
variatiile proprietitilor lor optice. In plus, am stabilit o corelatie pozitiva intre forta de evadare si
dimensiunea celulei, validand in continuare metoda.

Unul dintre avantajele cheie ale acestei abordari este capacitatea sa de a calibra fortele OT pe
celulele nucleate eucariote complexe din punct de vedere structural, care prezinta o neomogenitate
optica semnificativd. Adaptabilitatea metodei noastre permite masurarea fortei OT atat pentru DEP
negativ, cat si pentru pozitiv, facandu-l potrivit pentru o gama diversa de particule. Mai mult,
tehnica poate fi extinsd la obiecte nesferice, cum ar fi bacteriile in forma de tija, cu conditia sa
poata fi determinat adevaratul factor Clausius-Mossotti. Aceastd metoda deschide, de asemenea,

cai pentru investigarea efectelor tensiunii DEP aplicate, precum si a tensiunilor fizice si chimice
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asupra celulelor, prin masurarea precisd a raspunsurilor la forta. Sistemul nostru a demonstrat
rezultate extrem de fiabile pentru celulele complexe, fard a necesita cunostinte detaliate despre
indicii de refractie locali si parametrii texturali, care pot fi dificil de cuantificat in celulele vii.
Descoperirile noastre sugereaza ca variatiile proprietatilor optice intrinseci ale celulelor pot fi
detectate eficient de acest sistem, contribuind potential la aplicatii in caracterizarea si separarea

unei singure celule.
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