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INTRODUCERE

Teza are drept obiectiv investigarea efectelor morfologice si functionale induse de
interactiunea sistemelor vii cu campurile electrice si magnetice.

Natura nonmagnetici a membranelor, celulelor si a tesuturilor permite penetrarea
campurilor magnetice cu o atenuare neglijabild si actiunea directd la diferite nivele ale
structurilor si proceselor celulare. Problema actuala a interactiei structurilor celulare cu
campurile magnetice slabe (uT) este data de pragul de perceptie si raspuns celular. Campul
geomagnetic ca factor de mediu a organismelor vii cuprinde o componenta statica (principali)
cu originea in nucleul Pamantului (~50 uT) peste care se suprapune o componenta
alternativa generata de surse naturale de origine interplanetara modulate de activitatea solara
si surse electromagnetice de naturd tehnologici. Campurile magnetice ambientale sunt
campuri slabe (1-100 uT) de joasa frecventa (0-300Hz) cu o componenta majora de 50- 60Hz
generata de liniile de transmisie si distributie electrici. La nivel celular, energia produsa in
acest interval al parametrilor de camp se afla sub pragul de perceptie celulard definit de
energia indusd de zgomotul termic membranar si nu justificd existenta unui raspuns biologic
semnificativ. Rispunsul biologic in prezenta cAmpurilor magnetice slabe este sustinut insa de
o larga baza de date experimentale si epidemiologice si este caracterizat prin curbe nelineare
doza-raspuns, cu eficienta semnificativa in intervale de amplitudine si/sau frecventa, definite
prin ,ferestre de amplitudine’ si ,ferestre de frecvente”. ,Ferestrele biologice” pentru
campurile magnetice slabe sunt puse in evidenta la diferite nivele de organizare structurali,
sau la nivel functional.

Un numar mare de publicatii atesta existenta unor corelatii semnificative intre datele
clinice, epidemiologice, diferite procese biologice si fluctuatiile naturale ale componentei
alternative a campului geomagnetic. Perturbarile geomagnetice sunt considerate un factor de
risc ecologic care pot desincroniza ritmurile biologice si alte procese in organism sau pot
modifica starea functionald a creierului. In mod similar, reducerea componentei statice a
campului geomagnetic poate constitui un factor de risc pentru sanatate, generand perturbari
functionale ale diferitelor sisteme ale organismului [Pokhodzey 1998]. La nivel celular,
ecranarea campurilor magnetice induce o diminuare a proliferarii celulare, procese de
accelerare a sintezei proteinelor, modificari la nivelul ultrastructurii celulare, etc [Belyavskaia
2004]. Compensarea componentei statice a cAmpului geomagnetic este perceputd ca un
element de stres la nivelul proceselor de transport membranar [Morariu si colab. 1999,
Ciorba si Morariu 2001, Ciortea si colab 2001]. Variabilitatea raspunsului biologic pare sa
constituie o caracteristica generala a interactiei organismelor simple (plante, procariote) cu
campurile magnetice slabe.

Studiul sistematic al proceselor de crestere a plantelor si a bacteriilor in absenta
componentei principale a cAmpului geomagnetic (cAmp magnetic zero) prezentat in prima
parte a tezei, completeaza tabloul de ansamblu al semnificatiei campului geomagetic in
dezvoltarea acestor organisme si al influentei fluctuatiilor magnetice naturale (furtuni
magnetice).

Membrana celulard prezintd pe de altd parte un important camp electric intrinsec
mentinut prin distrubutia dipolilor si prin deplasarile permanente de ioni intre mediile intra-
respectiv extra-celular. Aceasta componenta intrinseca de camp electric intens prezent la
nivelul membranelor celulare reprezinta o bariera esentiala pentru actiunea campurilor



electrice externe. Un important aspect de interes biotehnologic al interactiei celulelor cu
campurile electrice este modularea potentialului membranar intrinsec prin intermediul unui
camp electric pulsat intens (kV/cm) si de scurta durata (us). Peste o valoare de prag a
potentialului transmembranar indus are loc o restructurare a bistratului lipidic insotita de
permeabilizarea ~membranei si  transportul molecular intra si  extracelular.
Electropermeabilizarea membranara este un proces neinvaziv care poate fi controlat si
modulat de parametrii electrici. Succesele care insotesc utilizarea acestui proces in scopuri
aplicative au dat nastere unei noi biotehnologii bazatd pe tehnica -electroporarii
biomembranelor. In timp ce din punct de vedere experimental literatura este impresionanta
si dovedeste importanta practica a tehnicii de electroporare, procesele moleculare care stau la
baza electropermeabilizarii membranare reprezinta un subiect mult dezbatut si in prezent.

Studiile prezentate in a doua parte a tezei cuprind contributii originale legate atat de
aspectele fundamentale ale procesului de electropermeabilizare membranara cat si de
aplicatii ale tehnicii de electroporare ca metoda alternativa de investigare a modificarilor la
nivel celular in diverse patologii.

PARTEATI
INFLUENTA CAMPURILOR MAGNETICE SLABE ASUPRA
DEZVOLTARII PLANTELOR SI BACTERIILOR

Scopul primei parti al tezei constd in ilustrarea influentei campurilor magnetice
naturale in procese bazate pe cresterea si multiplicarea celularad a unor organisme unicelulare
cum sunt bacteriile si cianobacteriile si in dezvoltarea vegetativa a plantelor. Semnificatia
campului geomagnetic in aceste procese a fost pusa in evidenta in conditii de compensare a
componentei statice a campului geomagnetic (cAmp magnetic zero). Cercetarea este motivata
in primul rdnd de numarul extrem de redus de studii privind raspunsul acestor organisme in
camp geomagnetic compensat. S-a avut in vedere realizarea unor investigatii complete, care
in cazul evolutiei plantelor au cuprins toate etapele de crestere vegetativa, experimentele
fiind realizate pe un numair semnificativ de specii, in diferite perioade ale anului.

Studiile de multiplicare bacteriand au cuprins cel putin doud metode de analiza pe
diferite tulpini bacteriene. Rezultatele preliminare legate de motilitatea celulard in camp
magnetic zero incheie prima parte a acestei teze.

Datele experimentale sunt precedate de o sistematizare a bioefectelor campurilor
magnetice slabe pentru fiecare sistem biologic investigat.

ITI. EFECTUL CAMPURILOR MAGNETICE SLABE ASUPRA
CRESTERII VEGETATIVE A PLANTELOR

1. DEZVOLTAREA VEGETATIVA A PLANTELOR. NOTIUNI GENERALE

Din punct de vedere ontologic, dezvoltarea temporala a plantelor pe durata unui ciclu
de viatd este definitd prin patru stadii [Pankaj si colab. 2005]: 1. etapa vegetativa care
cuprinde faza de: i) germinare a semintelor, ii) dezvoltare a plantulei marcata prin formarea
frunzelor si elongarea tulpinii, iii) ramificarea; 2. etapa reproductiva definita prin fazele de

6



inflorescenta, inflorire, formarea fructului si maturizarea plantei; 3. senescenta cuprinde
procesele care au loc pana la finalizarea vietii active a plantei; 4. perioada de latenta consta in
suspendarea activitatilor fiziologice care pot fi insa reactivate.

Spre deosebire de regnul animal la care tiparul structural de baza a corpului si a
organelor este conturat inca din faza de dezvoltare embrionara, evolutia plantelor presupune
formarea si dezvoltarea continua de noi tesuturi si organe.

Germinarea semintelor, respectiv trecerea de la starea de repaus vegetativ la cea de
viata activa, consta intr-o succesiune de faze initiate prin preluarea apei prin peretii celulari
(faza de imbibare) si activarea hormonilor de semnalizare. Din punct de vedere fiziologic,
procesul de germinare este finalizat odata ce radicula embionala strapunge tesuturile care
inconjoard embrionul (embriogeneza). Balansul intre capacitatea de expansiune a
embrionului (potentialul de crestere) si restrictia impusd de tesutul inconjuritor
(endospermul) reprezinta factorul determinant al duratei procesului de germinare

Procesul fiziologic de crestere post embrionald a plantulei are la bazi procesul de
diviziune si extensie celulara la nivelul unor tesuturi specializate numite meristeme care se
formeaza in timpul embriogenezei la polii opusi ai semintei (meristeme apicale) si care
initiaza dezvoltarea radacinii si a axulului principal al plantulei. Cresterea plantelor depinde
de continua functionare a meristemelor in care balansul intre proliferarea si diferentierea
celulara este riguros controlata.

Initierea organelor laterale ale plantelor cum sunt formarea frunzelor, florilor,
fructelor implicd o crestere a vitezei de diviziune celulara in partea laterala a meristemului
apical al tulpinii. Proliferarea celulara localizata in aceastd zona duce la formarea primordiilor
organului lateral si initierea diviziunii celulare in primordiile nou formate. Activitatea
hormonald si expresia genetica reprezintd principalul motor al procesului de dezvoltare al
plantelor tinere si mature.

3. DEZVOLTAREA VEGETATIVA A PLANTELOR IN CAMP MAGNETIC ZERO —
REZULTATE EXPERIMENTALE

Interesul pentru germinarea si cresterea plantelor in lipsa cAmpului geomagnetic
(CMZ) este legatid in primul rand de cercetérile spatiale. In acest sens sunt relevante primele
cercetari revizuite de Conley in 1969. O importantid contributie in perioada 1978-2000 au
adus-o grupurile de cercetare din Federatia Rusa, a caror publicatii (in limba rusa)
greu accesibile pana de curand, au fost mediatizate de Belyavskaya [2004]. Principala
problema a acestor cercetari rimane marea diversitate a rezultatelor publicate.

Influenta campului geomagnetic compensat asupra cresterii plantelor a fost
predominant investigati in conditii de ecranare magneticid pe perioade de crestere relativ
scurte. Datele publicate in literatura de specialitate ilustreaza doar aspecte partiale ale
evolutiei unei specii in astfel de conditii. Cercetirile noastre au avut ca scop principal
extinderea investigatiilor la analiza intregului interval de crestere vegetativa. Alte aspecte noi
cuprind:

1) monitorizarea procesului de crestere in diferite perioade ale anului pe
acelasi material si in aceleasi conditii experimentale

2) testarea comparativi a unor specii de plante care nu au mai fost analizate
Selectia plantelor a avut in vedere o varietate a speciilor de plante care sa cuprinda atat
plante de cultura cu importanta economici (lucerna - Medicago sativum L. var. Luzerne



Euver , grau - Triticum aestivum, fam Gramineae, secara - Secale cereale, fam Gramineae,
hrisca - Fagopyrum esculentum, fam Polygonaceae, rosii- Lycopresicum esculentum, fam
Solanaceae, ardei - Capsicum annuum, fam Solanaceae) cat si plante din flora spontana
(craita - Tagetes erecta, Tagetes patula, fam Asteraceae, gilbenele - Calendula oficinalis,
fam Asteraceae). Cu exceptia semintelor de grau, speciile selectate nu au mai fost investigate.

3) decelarea influentei fluctuatiilor magnetice naturale in diferite stadii de
dezvoltare ale plantelor in conditii de camp magnetic zero (CMZ). Campul magnetic zero
trebuie inteles ca o reducere a componentei statice a campului geomagnetic, variatiile diurne
si fluctuatiile magnetice generate de aparitia furtunilor magnetice raiman operative.

Raspunsul plantelor in camp camp magnetic zero a fost evaluat sub doui aspecte:

1. morfologic in urmatoarele stadii de dezvoltare: i) germinarea semintelor, ii)
faza post embrionald de crestere definita prin aparitia si dezvoltarea radiculei embrionale in
interval de 4-5 zile, iii) dezvoltare a plantulelor tinere in interval de o luni, iv) stadiul de
planta matura pana in faza de inflorire si aparitie a rodului.

2. ultrastructural prin analiza electronomicroscopicd a frunzelor in ultimele
douai stadii de dezvoltare ale plantei.

3.1. Camp magnetic zero — compensare st monitorizare

Metoda de compensare a componentei continue a campului geomagnetic utilizeazi o
bobini de tip Helmholtz cu diametru de 1.2m, montate pe un schelet de lemn, orientati in
directia N-S, la un unghi pe verticala apropiat de inclinarea vectorului de camp geomagnetic

(Fig. 3.1).

Fig.3.1.
Sistem de compensare a componentei
statice a campului geomagnetic —
Bobina Helmholtz

In spatiul delimitat de bobine, componenta statici a campului geomagnetic este
redusa cu un factor de ~100. Pentru monitorizarea variatiilor campului magnetic pe
suprafata selectatd in vederea expunerii probelor a fost utilizat un magnetometru
FLUXMASTER cu o precizie de + 1 nT. In diferite pozitii cAmpul variaza in intervalul o-
500nT. Aceste valori includ variatii diurne ale cAimpului geomagnetic. Prin acest dispozitiv a
fost compensata numai componenta statica, fluctuatiile magnetice naturale raman operative.
Acest fapt ne permite evaluarea suplimentara a influentei fluctuatiilor magnetice induse in
timpul furtunilor magnetice. Pentru fiecare experiment datele au fost analizate in relatie cu
variatia zilnica a activiatii geomagnetice (GMA) reprezentata prin indicele Ap. Acesta este un
indice mediu al activitatii zilnice inregistratd de anumite observatoare pe suprafata
pamantului si este furnizat de site-ul National Geographic Data Center, USA. Ca masura a
variatiei activitatii geomagnetice am utilizat deviatia standard a valorilor indicelui Ap (sd



Apindex) In intervalul desfasurarii experimentului. Prezenta unei furtuni magnetice a fost
notata prin valoarea Ap si ziua in care aceasta a fost inregistrata.

3.3. Germinarea semintelor in camp magnetic zero

Germinarea unei populatii de seminte urmaéreste o curba sigmoidala a cirei panta
caracterizeazd viteza de germinare. Aceastd curba a fost determinatd pentru fiecare specie
testatd pe baza procentului de seminte germinate stabilit la fiecare 3 ore in intervalul de
expunere a lotului experimental (cAmp magnetic zero - CMZ) si a lotului martor (camp
geomagnetic - CGM). Efectul CMZ a fost estimat prin diferenta normalizatid a vitezei de
germinare in camp geomagnetic compensat si in camp magnetic natural, reprezentata de
parametrul x, a curbei de fitare Boltzman a datelor experimentale: ((Xcmz-Xcom)/ Xcom)*100.

Dupad cum se observa din rezultatele prezentate in Tabelul 1, in perioade cu activitate
geomagnetica scizutd, viteza de germinare a semintelor a fost nesemnificativ modificata in
CMZ la toate speciile de plante selectate [Neamtu si Morariu 2005]. Conform acestor date
absenta componentei statice a campului geomagnetic nu reprezintd un stres in aceasta faza
de dezvoltare a plantelor.

Tabel 1.

Viteza de germinare a semintelor in CGM (M) si CMZ (P), efectul CMZ si
variatia GMA in intervalul de expunere a semintelor

Specia plantei Xo (%/ora) Efect CMZ GMA
peciap M — CGM; P- CMZ ((xemz-Xcam)/ | (sd ADindex)
XceM)+100 [%]

Medicago sativa | M — 30.49 £ 0.87; P —29.67+0.98 —2.6 2-10
Tagetes patula | M —26.5+1.50; P —26.92+1.09 1.5 2-8
Calendula
oficinalis M — 26.06 +0.13; P —26.03+0.64 0.11 2-8
Triticum
aestivum M -9.09+0.16; P-8.79+0.12 -3.3 2-11
Secale cereale M-8.93+0.31; P-9.11+0.11 2 2-11

Diferente semnificative au fost observate in perioade perturbate magnetic in setul de
experimente efectuat pe seminte de lucerna [Neamtu si Morariu 2005]. Viteza de germinare
a semintelor este reprezentata in Fig.3.2.a. pentru noua experimente (a) in paralel cu
activitatea geomagnetica corespunzatoare perioadei de incubare a semintelor (b). Efecte
semnificative a CMZ sunt marcate pe grafic cu asterix (*).

In perioade cu activitate geomagnetica scazuta au fost inregistrate efecte statistic
nesemnificative. Prezenta unei furtuni majore (Ap=53) in faza de imbibare a semintelor
(prima zi de expunere) (Exp 2) si a unei furtuni minore (Ap=41) in a doua zi de incubare (Exp
9) a fost corelata cu o viteza de germinare semnificativ stimulata (p<0.05) in CMZ. Perioada
de germinare a semintelor a fost redusa cu 10% in primul caz si cu 6% in Exp. 9. In Fig. 3.2.b
sunt detaliate curbele de germinare a semintelor expuse in CMZ si CGM pentru cele doua
perioade experimentale.

Rezultatele obtinute sustin ipoteza unei influente favorabile a fluctuatiilor magnetice
naturale induse de furtuni magnetice majore in fazele initiale ale procesului de germinare si
sunt in acord cu rezultatele publicate de Alexander si Doijde [1995] si Pazur si Scheer [1992]
care semnaleaza efecte semnificative de stimulare a germinarii semintelor [1.5 uT, 5 Hz] si a



diviziunii celulare la alge [20-200 uT, 7.5 Hz] in campuri magnetice alternative slabe cu
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Fig.3.2.a
Efectul CMZ asupra germinarii semintelor de lucernd
(a) st variatia activitati geomagnetice asociate
perioadelor de incubare (b)

Fig.3.2.b.
Stimularea germinarii semintelor de
lucerna in cimp magnetic zero; (a) Exp 2,
(b) Exp 9

3.4. Efectul campului magnetic zero in faza postembrionald de crestere

Influenta CMZ in stadiul postembrional de crestere a fost evaluat prin parametrii de
lungime a rad4cinii si a tulpinii primare, dupé patru zile de incubare la intuneric a semintelor.
Analiza statistica (testul ANOVA, program Origin 7.5) a diferentelor de crestere a plantulelor
expuse in CMZ fata de lotul martor (CGM) a cuprins 80-120 plantule. Semnificatia datelor a
fost estimata pentru p = 0.5. Efectul CMZ a fost evaluat prin diferenta normalizata a
parametrilor de crestere: ((Lcmz-Loom)/ Leem)*100 unde L reprezinta lungimea radacinii sau a
tulpinii in cAmp magnetic zero si camp geomagnetic. Fiecare experiment/specie a fost repetat
de 6-8 ori in diferite perioade ale anului si fiecare perioadi a constat in incubarea simultani a
doua sau trei specii de plante.

Rezultatele obtinute indica o specificitate de raspuns a plantelor in functie de specie
[Neamtu si colab. 2009, Neamtu si Morariu 2010]. In perioade cu activitate geomagnetica
scazuta (Fig.3.3), efectul dominant asupra cresterii plantelor din sp. T. erecta L. a fost dat de
stimularea cresterii ridacinilor in CMZ (p<0.05) (Fig. 3.4.), cu diferente de crestere cuprinse
intre 19% - 32,0%. Notam ca acest efect a fost evidentiat in perioadele de primévari si vara.

O situatie particulara a fost data de lipsa unui efect semnificativ in perioadele de
toamna si iarna (octombrie 2005, februarie si septembrie 2006). Acest fapt poate fi asociat cu
descresterea sensibilitatii plantelor in afara perioadelor naturale de vegetatie. In prezenta
unei furtuni magnetice minore (Ap=48) in prima zi de incubare a semintelor (iunie 2005)
cresterea riadicinilor nu a fost afectatd, efect care poate fi privit si ca o mascare a efectului de
stimulare a CMZ pus in evidenti in perioade cu activitate geomagnetica scazuta.
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Fig 3.4.
Valorile parametrilor de crestere in lungime a plantulelor din sp. Tagetes erecta in CMZ si CGM in
diferite perioade ale anului 2005 si 2006 (A) si efectul CMZ corespunzdtor (B). Valorile statistic
semnificative sunt marcate printr-un asterix (*) in dreptul parametrilor de crestere

corespunzatori.

Spre deosebire de speciile apartinand genului Tagetes, dezvoltarea postembrionala a
sp. Triticum aestivum L si sp Secale cerevisiae L. este cu predominatad inhibata in CMZ.
Capacitatea semintelor de grau de a genera ridacini a fost redusa in sase din opt perioade
experimentale (Fig.3.5.). Remarcam reactivitatea ridicatd a plantulelor de secara in conditii
de CMZ (Fig.3.5.). Fiecare expunere a semintelor a fost urmati de o reducere in medie cu
10% + 0.60 (p<0.5) a parametrilor de crestere in CMZ, efectul maxim fiind inregistrat in
februarie si septembrie 2006 (~18%).

Dezvoltarea sp. Tagetes patula L. ilustreazi un riaspuns inconstant in diferite
experimente, care alterneazi intre stimularea semnificativa a cresterii radacinii si inhibarea
dezvoltarii tulpinii in CMZ.

Cresterea postembrionalid a Calendula oficinalis L. nu a fost afectatd, indicand o
sensibilitate scazutd la modificarea mediului magnetic. In acelasi timp, o crestere a activitatii
magnetice in prezenta unor furtuni magnetice minore (Ap=35; Ap=33) a fost asociata cu un
efect biologic nesemnificativ.
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Efectele de stimulare sau inhibare a cresterii unor specii de plante in primele patru
zile de expunere In cAmp magnetic zero, ar putea fi explicate prin potentarea sensibilitatii
plantelor in cursul fazelor de crestere intensi cum este stadiul postembrional de crestere la
fel cum efectele campurilor alternative slabe sunt potentate de factorii de stres [Ruzic si
colab. 1998, 2000] sau de starea fiziologicd a semintelor [Aksyonov si colab. 2001, Alexander

si Doijode 1995].

Sub acest aspect putem explica raspunsul semnificativ a sp. Tagetes erecta si Tagetes
patula in perioadele de primévari si vara cand viteza de crestere a plantelor este potentata,
fatd perioadele de toamnd si vard, cand o evolutie mai lentd a cresterii este insotitd de
diferente nesemnificative in dezvoltarea postembrionali a plantelor in CMZ si CGM.



3.5. Efectul CMZ asupra dezvoltarii organelor laterale ale plantelor

Influenta CMZ in stadiul de formare si dezvoltare a organelor laterale ale plantelor a
fost urmaritd sub aspect morfologic si ultrastructural.

Analiza morfologica a constat in monitorizarea diferentelor inregistrate in faza de
aparitie a plantelor si a frunzelor si prin evaluarea statistica a diferentelor de lungime a
tulpinii, a frunzelor, lungimea totala a plantei si greutatea acesteia, numarul de boboci, flori
si rod. Semnificatia statistica a datelor experimentale si evaluarea efectului campului
magnetic zero a fost determinata in mod similar dezvoltarii post embrionale.

Influenta CMZ pusa in evidentid in faza postembrionald de crestere este mult
diminuata in faza de dezvoltare a plantelor tinere si a plantelor mature [Neamtu si colab.
2009, Neamtu si Morariu 2010]. Analiza statistica a parametrilor de crestere arata pentru
aceeasi specie expusd in CMZ, efecte semnificative dar si diferente de crestere
nesemnificative in diferite perioade ale anului dupd cum se poate observa in Fig.3.6
exemplificatd pentru Calendula oficinalis.
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In absenta campului geomagnetic, dezvoltarea T. erecta L., Calendula oficinalis L.,
Triticum aestivum L. si Capsicum anuum L. a fost cu preponderenta incetinitd, evolutie
ilustrata prin aparitia intarziata si dimensiunea redusa a frunzelor tinere in curs de crestere
(Fig. 3.7.). Aspectul plantelor este mai putin viguros dupa o luna de expunere in CMZ iar
greutatea medie a masei verzi mai mica fata de plantele din lotul martor.

Rezultate similare au fost semnalate de Lebedev in cazul plantulelor de orz expuse
intr-un interval de trei saptamani in cAmpuri magnetice ecranate la 10 nT [Lebedev 1977].

Dezvoltarea plantulelor tinere apartinand sp Lycopersicum esculentum si sp Tagetes
patula nu este influentatid in CMZ in prima luné de viata. Expunerea prelungita a plantelor la
cinci- sapte luni evidentiaza un efect negativa CMZ asupra dezvoltarii masei verzi a plantelor
mature apartinand sp. Tagetes patula L. si confirma influenta negativa in dezvoltarea sp.
Capsicum anuum L. sau raspunsul nesemnificativ al sp. Lycopersicum esculentum L
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La majoritatea speciilor etapa reproductivi de crestere a fost nesemnificativ
influentatd in CMZ. Se poate vorbi insd de o potentare a cresterii in inéltime a plantelor
tinere (Tagetes erecta, Tagetes patula, Capsicum anuum) si de un proces mai rapid
(Lycopersicum aesculentum) sau mai lent (Tagetes patula) in faza de aparitie a bobocilor si a
florilor. In aceasta etapa de crestere, evolutia plantelor de ardei a fost intarziata iar rezistenta
la boli mult diminuata.

Efectul CMZ bine conturat la unele specii in primele stadii de crestere este
semnificativ diminuat prin expunerea plantelor pe termen lung, sugerand o capacitate
crescuta de adaptare temporala a plantelor in absenta campului geomagnetic.

Analiza modificarilor ultrastructurale ale frunzelor a fost realizatd pe baza
imaginilor obtinute prin microscopie electronica, urmarindu-se in primul rand ultrastructura
cloroplastului, organitul principal al procesului de fotosinteza [Neamtu si colab 2009].
Tabloul de ansamblu al acestei analize arati cd anularea ciAmpului geomagnetic a indus
modificdri negative semnificative la acest nivel, in primul rand asupra cloroplastelor si
nucleilor celulelor foliare ale plantelor luate in studiu, concretizate prin diminuarea
activitatilor lor metabolice. Cu toate acestea, existd o anumitd diferentiere a raspunsului
fiecarei plante ca reactie la lipsa campului magnetic, raspuns care se datoreaza
particularitatilor lor somatice, filogenetice si genetice. Plantele tinere manifesta o
sensibilitate mai mare decat cele mature sau pe cale de imbatranire. De asemenea, plantele
de culturd resimt mai mult lipsa cAmpului magnetic decat plantele provenite din flora
spontana (plante salbaice).

Utilizarea unor metode de analiza cantitativi a imaginilor electronomicroscopice,
cum este analiza fractala de imagine pentru determinarea dimensiunii fractale de masa si
analiza proprietdtilor de corelare pe distantd lungd (FFT si DFA), aduc informatii
complementare privind modificarile ultrastructurale ale frunzelor la plantele expuse in CMZ
[Morariu si colab 2006, Buimaga-Iarinca si colab 2007, Neamtu si colab 2009].

Dimensiunea fractala a unei imagini este perceputi ca o proprietate locald a imaginii.
Pentru aflarea dimensiunii fractale de masa a nucleelor (incluzand nucleoli, eucromatina si
heterocromatina) si a cloroplastelor, s-au folosit imaginile de microscopie electronica ale
acestora. A fost utiliat programul de calcul ImageJ, cu “plugins-ul” FracLac. Conturul
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nucleilor si al cloroplastelor a fost selectat din cadrul imaginii generale, apoi analizate prin
metoda Box Counting.

Corelarea pe distanta lungé reprezintd o proprietate globald a sistemului si poate si
aduca informatii legate de structura eucromatinei in cazul nucleilor si de structura generali a
cloroplastelor. Aceasta proprietate a fost determinata utilizand metodele FFT (transformata
Fourier rapidi) si DFA (detrended fluctuation analysis) pentru care am folosit un soft
dezvoltat in cadrul grupului nostru de cercetare. Din analiza spectrald a rezultat exponentul
spectral de corelare, [, care reprezintd panta reprezentarii dublu-logaritmice a spectrului..
Exponentul spectral de corelare (coeficient ) s-a dovedit a fi un parametru cantitativ eficient
de caracterizare a modificarilor ultrastructurale ale frunzelor. Modificari ultrastructurale
semnificative au fost puse in evidenta atat in structura cloroplastelor cat si a nucleilor. La
toate speciile de plante analizate au fost determinate diferente semnificative ale coeficientului
B la plantele expuse in CMZ fata de martor in prima lund de incubare. Diferentele devin
nesemnificative in cazul cloroplastelor la plantele de rosii si ardei in varstid de 66 zile. La
craita diferentele se mentin si la aceasta varstd dar devin nesemnificative in etapa
reproductiva a dezvoltarii plantei, dupa 180 zile de incubare.

Aceste rezultate arata o sensibilitate mai mare plantelor tinere in absenta campului
geomagnetic si pe de alta parte sugereaza ca in timp are loc un proces de adaptare a plantelor
la modificarile conditiilor de mediu magnetic, cu restabilirea functionalititii normale a
plantei corespunzatoare procesului natural de imbatranire. Prin analiza proprietétilor de
corelare au fost determinate modificéri persistente in structura nucleilor la plantele expuse in
camp magnetic zero. La ardei, craita si gdlbenele, modificarile structurale ale nucleilor
ilustrate prin diferente semnificative ale exponentului spectral de corelare se mentin atat la
plantele in varsta de 66 zile cat si dupa 180 zile. Aceste observatii sugereaza ca procesul de
adaptare a plantelor este doar partial si vizeaza in primul rand functionalitatea cloroplastelor.
Rezultatele obtinute confirma in cea mai mare parte observatiile ultrastructurale.

IV. INTERACTIA CAMPURILOR MAGNETICE SLABE CU
BACTERIILE SI CIANOBACTERIILE

2. EFECTE ALE CAMPULUI MAGNETIC ZERO ASUPRA DEZVOLTARII BACTERIILOR

Literatura ofera date sporadice in ce priveste raspunsul bacteriilor in absenta
campului geomagnetic. In conditii de ecranare a campului geomagnetic cu un factor de 10,
Becker determina o reducere de 15 ori in numarul si dimensiunea coloniilor de
Staphyloccocus aureus fata de culturile martor la o expunere timp de 72 de ore [Becker
1963]. Achkasova constata de asemenea o deprimare a functiilor vitale a bacteriilor in camp
geomagnetic ecranat [1973]. Studiul descris in continuare a avut ca scop observarea
raspunsului bacterian in procesul de multiplicare celulara in camp magnetic zero realizat prin
compensarea campului geomagnetic cu un factor de 100. Au fost testate tulpini de bacterii
gram pozitive (Listeria monocitogenes), gram negative (Salmonella si Escherichia coli) si
microrganisme nespecifice dezvoltate pe substrat nutritiv proteic (albumina) in sisteme de
cultivare inchise (culturi ,batch”) [Neamtu si colab. 2003]. Multiplicarea celuara a fost
evaluata prin metode directe de apreciere a numarului de germeni/ml suspensie celulara in
paralel cu metode indirecte de monitorizare a rezervei nutritive din mediu. Acelasi sistem de
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cultivare a fost utilizat pentru analiza cresterii culturilor de cianobacterii din sp
Synechocystis in mediu nutritiv Zarrouch. Paralel a fost investigata sensibilitatea bacteriilor
in camp magnetic 3 Gauss (3o0uT).

2.3. Rezultate experimentale
2.3.2. Evaluarea cresterii bacteriene in CMZ

Modificarea densititii de germeni/ml suspensie bacteriana a fost estimata prin :

- transmisie opticd a suspensiei celulare determinati spectrofotometric in
domeniul spectral vizibil (520 nm - 700 nm) Salmonella si Listeria pe baza unei curbe de
etalonare (Fig.4.1.)

- scala de etalonare Mc Farland stabilitd prin metoda imprastierii luminii laser
utilizatd in scopul extrapolarii densitatii de germeni dezvoltati in solutie de albumina 5%
(Fig.4.2.).
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Fig.4.1. Fig.4.2.
Scala de etalonare transmitanta - concentratie Scala de etalonare Mc Farland pentru un
germeni bacterieni /ml suspensie germenti de domeniu de concentratii 105-103 BaSO,
Salmonella. A= 4g00nm determinata prin detectia imprastierii radiatiet

laser

Activitatea biochimica a fost monitorizata prin degradarea substratului energetic
(glucoza, lactoza) si variatia pH-ului in mediul de suspensie datoritd activitatii specifice a
unor tulpini bacteriene: Salmonella, E. Coli, Listeria monocitogenes si degradarea
substratului de albumina in prezenta unor germeni nespecifici gram (-).

Degradarea substratului de albumina ca urmare a dezvoltarii germenilor microbieni a
fost pusd in evidenta prin tehnici de electroforeza in gel de agaroza si electroforeza in gel de
poliacrilamida in prezenta de SDS (dodecilsulfat de sodiu) intr-un interval de 5 zile de
incubare in CMZ si CGM.

2.3.3. Multiplicarea bacteriana si activitatea metabolica in culturi de Listeria, E. coli si
Salmonella expuse in CMZ

Pentru toate tulpinile bacteriene testate rezultatele obtinute pun in evidentd o
rezistentd crescutda in camp magnetic 3 Gauss. In cAmp magnetic zero raspunsul bacterian
arata o dependenta in functie de specie. Culturile de Salmonella raspund pozitiv in aceste
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conditii, stimularea dezvoltarii celulare fiind semnificativd in faza de crestere exponentiali
(Fig4.3). Rezultatele obtinute indica conditii favorabile dezvoltarii enterobacteriilor din sp.
Salmonella in absenta campului geomagnetic.
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Rezultate similare au fost obtinute in testele de metabolizare a substratului de
glucoza. In primele patru ore continutul de glucozi a fost semnificativ redus (49,5%), insotit
de o scadere a pH-ului (6,8%) in mediu de suspensie (Fig 4.4.a, b) ceea ce confirma
sensibilitarea crescuta a culturilor de Salmonella in CMZ.
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Fig.4.4.a Fig. 4.4.b.
Metabolizarea glucozei in prezenta de Salmonellain  Variatia pH-ului in mediul de suspensie a
CGM si CMZ la 24° C si in CGM la 37°C culturilorde Salmonella in CGM, CMZ la 24°C si in
CGM la 37°C

Alte doua tulpini au prezentat rezistenta (Listeria monocitogenes) sau o diminuarea a
activitatii metabolice (E. Coli) in CMZ.

2.3.4. Cresterea si activitatea metabolica a unor germeni microbieni pe substrat de
albumina

In solutii apoase, albumina constituie un mediu nutritiv proteic favorabil dezvoltarii
bacteriene. Rezultatele obtinute indicd o contaminarea bacteriana favorizatd in absenta
campului geomagnetic. Dupa doua zile de expunere se inregistreaza o dublare a numarului de
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germeni/ml suspensie (Fig. 4.5.). Diferenta de crestere este mentinuta la 37% in a treia zi de
incubare in favoarea culturilor expuse in CMZ.
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Rezultate similare au fost obtinute prin analiza degradarii substratului nutritiv (Fig.
4.6.). In electroforeza in gel de poliacrilamida aparitia unor noi benzi de migrare pune in
evidenta prezenta unor fragmente proteice cu greutate moleculara mai mica decat a
albuminei (Fig. 4.6.).

Greutate
Albumind CGM CMZ CGM CMZ CGM CMZ Etalon moleculara
Initiali (A) (A) (A) (A+T (A)+ (A) (A)  (etalon)

Zis Zis
———-——~—

i r——y p—

o oesme

67 KDa

45 KDa

Fig. 4.6.
Electroforeza albuminei in gel de poliacrilamida in prezenta de SDS in prezentd si in absentd de
agent bactericid (tiomersal) dupd 3 si 5 zile de incubare in CGM si CMZ

Diferente importante a integritatii moleculare a albuminei se disting dupa trei zile de
expunere. Separarea unei benzi distincte sub spotul initial al albuminei indica un proces de
degradare mai accentuat in CMZ fata de probele expuse in CGM, efect persistent dupa cinci
zile de incubare.

In gel de agaroza modificarile electroforetice devin evidente dupa 5 zile de expunere
si constau in largirea ariei spotului de migrare, respectiv in scdderea vitezei de migrare a unei
fractiuni proteice. Procentul fractiunii electroforetice cu migrare lenta creste cu 20-45% in
CMZ raportat la probele expuse in camp geomagnetic. Aceste modificari reflecta un proces de
degradare mai accentuat in CMZ si sunt in acord cu rezultatele obtinute prin electroforeza in
gel de poliacrilamida.
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Investigatiile noastre completeaza studiile de toleranta a bacteriilor (Pseudomonas,
Enterobacter, E. coli) fata de antibiotice [Creanga si colab 2004, Poiata si colab 2003] si
evidentiaza un raspuns bacterian dependent de specie in conditii de compensare avansata a
campului geomagnetic. Rezultatele acestor studii arata ca dezvoltarea bacteriana in culturi de
Salmonella si virulenta unor tulpini de Pseudomonas este potentata in cAmp magnetic zero,
in timp ce reactivitatea unor tulpini de Enterobacter si E. coli este deprimatd sau nu este
influentata. Cu alte cuvinte, prezenta unui cAmp magnetic de 25-75 uT, echivalent valorii
campului geomagnetic, reprezintd un mediu protector fata de contaminarea cu germeni de
Salmonella si fata de virulenta unor tulpini de Pseudomonas. Dezvoltarea microorganismelor
pe substrat de albumina ilustreazi de asemenea un efect protector al campului geomagnetic.
Pe de altd parte mediul magnetic natural creeaza conditii favorabile contaminarii cu tulpini
de enterobacterii prin cresterea rezistentei acestora la unele antibiotice.

3. DEZVOLTAREA CIANOBACTERIILOR IN CAMP MAGNETIC ZERO.
INFLUENTA ACTIVITATII GEOMAGNETICE

Cianobacterile sunt organisme care au capacitatea de crestere atat in prezenta luminii
(prin fotosinteza pe baza de oxigen) cat si la intuneric pe baza glicolizei si a fosforilarii
oxidative. Caracteristicile structurale si biochimice sunt similare bacteriilor, fiind lipsite de
nucleu si cloroplaste. Cianobacteriile sunt microorganisme model pentru studiul fotosinezei,
asimilare de azot si adaptare la stresul de mediu. Cu exceptia unui studiu realizat cu scopul
de a examina posibilitatea de stimulare a biomesei algelor in campuri electromagnetice la
frecvente de 50-60Hz [Serafin si colab 1995], nu cunoastem alte referinte privind influenta
campurilor magnetice slabe asupra dezvoltarii cianobacteriilor.

Cianobacteriile apartinand sp Synechocystis sunt organisme unicelulare care in medii
lichide se disperseaza uniform, oferind un sistem biologic avantajos pentru studiile de
multiplicare celulara. Modificarea dezvoltarii cianobacteriilor in conditii de compensare a
componentei statice a cAmpului geomagnetic, si in prezenta fluctuatiilor naturale a cAmpului
magnetic, a fost urmaritd pe suspensii de Synechocystis apartinand liniei celulare AICB 51,
furnizate de Institutul de Cercetiri Biologice din Cluj-Napoca din colectia proprie de alge.

3.2. Evaluarea vitezei de crestere a cianobacteriilor in CMZ

Curba de crestere in suspensii de Synechocystis a fost estimata spectrofotometric prin
determinarea zilnica timp de 8-12 zile a absorbantei suspensiei la valoarea de maxim specific
spectrului de absorbtie a clorofilei a (A = 670 nm), pigmentul predominant in celula
cianobacteriilor din sp. Synechocystis. Viteza de crestere celulara a fost cuantificata prin
parametrul de fit “x,” obtinut prin fitarea Boltzmann a curbei de crestere celulara. Efectul
CMZ a fost estimat prin diferenta normalizatd a vitezei de crestere x, in probele expuse in
CMZ si CGM.

3.3. Rezultate experimentale

In perioade cu activitate geomagnetica scdzutd, viteza de multiplicarea celulara in
CMZ variaza fati de probele martor sub pragul de semnificatie statistica (p>0.5). Efecte
semnificative au fost in schimb observate in conditii de perturbare a activitatii geomagnetice.
Intr-un set de 9 experimente, viteza de crestere a cianobacteriilor a fost stimulata in conditii
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de expunere in CMZ in toate perioadele in care a fost inregistratd prezenta unei furtuni
magnetice. Rezultatele obtinute in aceste cazuri sunt detaliate in Fig. 4.7. prin reprezentarea
curbelor de crestere celulara (dreapta i-iii)) in paralel cu variatia zilnici a activitatii
geomagnetice (stanga).
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Relatia GMA - efect CMZ arata urmétoarele asocieri

e Prezenta unei furtuni minore (Ap = 35) la inceputul perioadei de incubare este
asociatd cu o stimulare semnificativa a vitezei de multiplicare celulard in cAimp magnetic zero
(15%, p<o0.05) (Fig.4.7, caz 1).

e Furtuni mgnetice succesive (Ap =35; 30) in prima parte a perioadei de incubare
celulara, insotite de o perioada activa a GMA (Ap =26) sunt asociate cu o stimulare
semnificativa a vitezei de crestere (10%, Fig. 4.7, caz 1ii).

e Prezenta unei furtuni minore (Ap=35) la mijlocul fazei exponentiale de crestere este
corelata cu un raspuns diminuat (Fig. 4.7, caz ii), efectul de stimulare (7%) fiind similar cu cel
inregistrat in perioade cu variatie moderata a GMA.

Datele prezentate in acest capitol indicd un raspuns nespecific in ce priveste viteza de
multiplicare a cianobacteriilor unicelulare in medii lipsite de componenta staticd a cAimpului
geomagnetic (CGM) si un raspuns biologic sensibil modulat de modificarea componentei
variabile. Rezultatele obtinute sugereaza o conditionare a raspunsului biologic de aparitia
furtunii magnetice in primele faze ale multiplicirii celulare sau de durata perturbarii
magnetice in timpul fazei exponentiale de crestere.

V. MOTILITATEA LISTERIEI MONOCITOGENES ST A
SPERMATOZOIZILOR IN CAMP MAGNETIC ZERO
- date preliminarii -

1. MOTILITATEA CELULARA

Motilitatea este un proces dinamic care joaca un rol fundamental in functionalitatea
celulard cum este transportul organitelor celulare, segregarea cromozomiald in mitoza,
modificdri ale formei celulei sau in locomotia celulelor si a organismelor simple (prokariote,
eukarioate) ca raspuns la stimulii externi. Motilitatea celulara se bazeaza pe procese
complexe de autoorganizare mecanochimica sustinute de asa numitele motoare moleculare
[Fletcher si Theriot 2004]. Acestea sunt constituite dintr-un ansamblu de proteine si
complexe moleculare care furnizeaza energia necesard miscdrii prin conversia energiei
chimice eliberata prin hidroliza legaturilor macroergice ale moleculei de ATP sau a energiei
stocate in potentialul transmembranar. Motoarele moleculare cunoscute pot fi grupate in 5
categorii dintre care cele mai bine caracterizate sunt motorul rotor specific miscarii
bacteriilor si motoarele lineare care reprezinta una din cele mai comune forme de miscare
intalnita la nivelul celulei eukariote precum si pentru deplasarea spermatozoizilor si a unor
tipuri de protozoare. O categorie aparte o formeazia motoarele bazate pe asamblarea si
dezasamblarea actinei, pe care se bazeza motilitatea unor bacterii patogene: Listeria
monocitogens, Shigella, si Rickettia.

3. REZULTATE EXPERIMENTALE

Studiile prezentate in acest capitol au avut ca obiectiv monitorizarea in camp
geomagnetic compensat a motilitatii unor organisme prokariote (bacterii) si celule eukariote
bazatid pe mecanisme moleculare diferite. Au fost testate: (i) tulpini bacteriene apartinand sp
Listeria monocitogenes a caror deplasare are la baza mecanismul asamblarii si dezasamblarii
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actinei si (ii) spermatozoizi umani in lichid seminal a caror motilitate este generati de
motoare lineare avand ca promotor moleculele de dineina. [ Boldiszar si colab. 2001, Neamtu
si colab. 2005, Truta si colab 2005,]

3.1. Expunerea culturilor de Listeria monocitogenes in CMZ

Culturile de Listeria monocitogenes au fost furnizate de laboratorul de miocrobiologie
a USAMV Cluj-Napoca. Aceastd bacterie prezintd particularitatea de a sintetiza cili la
temperatura camerei (21-22°C) care la 37°C sunt imobili.

Motilitatea bacteriei inoculate in tuburi pe medii semisolide de geloza a fost
determinatd dupa 48 ore de incubare prin deplasarea inelului format de cultura bacteriani
dezvoltata in mediu. Paralel au fost expuse tuburi inoculate cu germeni in camp magnetic de
intensitate 3Gauss fatd de un martor corespunzator. Analiza motilitatii celulare a fost
repetata dupa o sdptimana de la scoaterea probelor din mediul magnetic modificat si
pastrate la temperatura camerei.

3.3. Motilitatea Listeriei monocitogenes in CMZ

Diferente de motilitate a bacteriilor au fost detectate dupa 24 ore de incubare a
celulelor in CGM si CMZ [Neamtu si colab 2005]. Examenul direct la microscop pe preparate
native a aratat o mobilitate redusa a bacteriilor incubate in CMZ, observatie confirmata
ulterior prin cultivare in geloza moale dupa o inoculare de 48 ore (Fig. 5.1).

Fig. 5.1.a Fig. 5.1.b.

Migrarea Listeriei monocitogens Migrarea Listeriei monocitogens dupa 6 zile de
dupa 48 ore incubare la 21°C. incubare la temperatura cameret
Martor CM 3G, proba CM 3G,martor CMZ, roba CMZ, martor CMZ, martor CM 3G, proba

proba CMZ CM 3G,

In aceste probe se observa o zona de opalescenta discretd spre suprafata mediului in
timp ce la culturile incubate in camp geomagnetic si in camp 3Gauss zona de opalescenta a
fost mai exprimata ca intensitate si ca grosime (>0.5 cm). Inelul format de cultura bacteriana
s-a deplasat in lungul coloanei similar in CGM si camp magnetic 3G insa a ramas la linia de
start in proba expusa in CMZ. Aceste rezultate arata ca in absenta cAmpului geomagnetic
motilitatea Listeriei este inhibata, dar nu este afectata in campuri magnetice mai intense
(3Gauss). Prezenta campului geomagnetic pare sa fie o cerinta esentiala pentru locomotia
acestei bacterii.

Motilitatea celulara nu a fost restabilita dupa expunerea in CMZ ceea ce sugereaza un
efect de lungd duratd. Cu exceptia probelor incubate in CMZ, in toate tuburile pastrate la
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temperatura camerei, a mai apirut la interval de o siptamand un disc opalescent in
profunzimea mediului, cu o latime apropiata de primul inel, ca o consecinta a continuarii
procesului de migrare si multiplicare bacteriana (Fig. 5.1.b).

Sandodze si colab [1995] semnaleaza un efect similar in cazul celulelor ependimale.
Motilitatea aparatului ciliar al acestor celule a fost practic stopatd in camp magnetic
compensat (x100). Aceste date arata ca producerea miscarii cililor si flagelilor generata de
mecanisme moleculare diferite (asamblarea si dezasamblarea actinei in cazul bacteriei si
motor linear in cazul celulelor ependimale) este afectata in acelasi sens in CMZ. Punctul
comun in cele doud tipuri de mecanisme constd in sursa energetici necesara motilitatii,
bazatd pe hidroliza ATP. Efecte de inhibare a unor procese celulare bazate pe procese
energetice in care este implicata hidroliza ATP (ex. transportul ionic transmembranar) au
fost puse in evidentd in studii anterioare privind procesul de imbdatranire a eritrocitelor
umane in CMZ [Morariu si colab 1999].

3.2. Analiza motilitatii spermatozoizilor umani in lichid seminal

Viteza de deplasare a spermatozoizilor reprezinta o modalitate de apreciere a
capacitatii de fertilizare a celulelor. Capacitatea de fertilizare este atribuita grupului de celule
rapide care se migcd cu o viteza > 16 um/s. Sub aceasta valoare se incadreaza celulele lente si
celulele imobile considerate celule moarte.

Viteza de deplasare a celulelor a fost urmarita pe o perioada de 30 ore la diferite
temperaturi de incubare (17 -22°C) si a fost determinatd printr-o metodd de analiza de
imagine [Neamtu si colab 2005] prin intermediul unei camere CCD cuplata la microscop. Au
fost analizate statistic 15-30 traiectorii ale celulelor/2 probe la interval de 3 ore, fiecare
traiectorie fiind compusa din 6-10 lungimi/sec. Motilitatea celulard in CGM si CMZ a fost
caracterizata prin raportul procentual al vitezei de deplasare a spermatozoizilor rapizi fata de
numarul total de celule. Efectul CMZ a fost determinat prin diferenta normalizatd a
procentului de celule rapide in CMZ si CGM luat ca martor.

3.4. Motilitatea spermatozoizilor umani in cmp magnetic zero

In CMZ remarcam o crestere semnificativa a vitezei de deplasare a spermatozoizilor in
primele ore de incubare (Fig.2.).

Stimularea motilitatii spermatozoizilor rapizi atinge un maxim care fluctueaza intre
17-20% la temperaturi cuprinse in intervalul 17°C -20°C. Viteza celulelor revine la valoarea
initiald, in timp ce motilitatea celulelor in CGM scade sub aceasta valoare. Diferenta de
motilitate se mentine intre 5-10% pentru toata perioada in care categoria spermatozoizilor
rapizi este viabila.

La 22°C viteza celulelor nu este influentatd de modificarea mediului magnetic.
Spermatozoizii rapizi viabili se deplaseaza cu viteze similare atat in CGM cat si in CMZ.
Putem considera aceste conditii de temperatura ca fiind un prag al sensibilitétii celulelor la
modificari ale campului magnetic. Curba de viabilitate a spermatozoizilor rapizi este
deplasata spre valori semnificativ mai mari in CMZ, insa viteza acestora nu este stimulata.

Stimularea vitezei de deplasare a celulelor in primele ore de incubare in CMZ la
temperaturi mai scizute de 22°C (17-20°C) pare sa fie o reactie de adaptare la conditiile
nefiziologice din mediu prin activarea motilitatii spermatozoizilor lenti care trec astfel in
categoria celor rapizi. Marimea efectului nu depinde de temperatura si este reversibil,
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revenind la valoarea initiala, dupa care viteza medie de deplasare a celulelor fluctueaza in

jurul acestei valori.
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Fig.2.

Viteza de deplasare a spermatozoizilor rapizi la diferite temperaturi de incubare

In CGM, viteza de deplasare celulara variaza in jurul valorii initiale in primele ore de
incubare fara a fi stimulata, dupa care scade pana la valoarea minima care delimiteaza
categoria spermatozoizilor rapizi de cei lenti.

VI. CONCLUZII GENERALE

Prima parte a tezei cuprinde o analiza a influentei mediului lipsit de componenta
staticd a cAmpului geomagnetic (cAmp magnetic zero) (I) in etapa vegetative de crestere a
unor specii de plante si (II) in procesul de multiplicare bacteriana. In capitolul final sunt
prezentate rezultate preliminarii privind motilitatea unor organisme unicelulare (bacterii,
spermatozoizi) in cAmp magnetic zero.

Rezultatele originale cuprind urmatoarele aspecte:
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I. DEZVOLTAREA PLANTELOR IN ETAPA VEGETATIVA DE CRESTERE

A fost realizat un studiu sistematic a dezvoltarii plantelor in absenta campului
geomagnetic pe intregul interval de crestere vegetativi. Au fost investigate opt specii de
plante: Medicago sativum, Tagetes patula L., Tagetes erecta L Calendula oficinalis L.,
Triticum aestivum, Secale cereale L., Lycopersicum esculentum L. si Capsicum annuum L.
in urmatoarele stadii de dezvoltare: i) germinarea semintelor, ii) faza post embrionala de
crestere definita prin aparitia si dezvoltarea radiculei embrionale pe o perioada de 4-5 zile,
iii) dezvoltarea plantulelor tinere in interval de o luni, iv) stadiul de planta matura pana in
faza de inflorire si aparitie a rodului.

Aspectele originale constau in: 1) extinderea studiului de la aspectele partiale ale
evolutiei plantelor in camp magnetic zero la analiza intregului interval de crestere vegetativi;
2) monitorizarea procesului de crestere in diferite perioade ale anului pe aceeasi specie si in
aceleasi conditii experimentale 3) testarea comparativa a unor specii de plante care nu au mai
fost analizate 4) decelarea influentei fluctuatiilor magnetice naturale in conditii de camp
magnetic zero in diferite stadii de dezvoltare ale plantelor.

1. Germinarea semintelor

Absenta componentei statice a campului geomagnetic nu reprezinta un factor de stres
in faza de germinare a semintelor. Procesul este favorabil influentat in prezenta furtunilor
magnetice majore, in cazul in care perturbarea magnetici este prezentid in faza initiala a
procesului de germinare (faza de imbibare). In acest sens au fost obtinute rezultate in
germinarea semintelor de Medicago sativa L si Secale cereale L.

2. Faza post embrionald de crestere

In aceasta faza de crestere, rezultatele obtinute indicd o specificitate de raspuns a
plantelor in functie de specie. In perioade cu activitate geomagneticd scizuta cresterea plantei
este cu preponderenta i) stimulatd pentru sp. Medicago sativa L. si Tagetes erecta L., ii)
inhibata in cazul Triticum aestivum L. si Secale cereale L. iii) Calendula oficinalis L. prezinti
o senzitivitate scazuta.

Raspunsul semnificativ inregistrat poate fi privit ca o potentare a sensibilitatii
plantelor in cursul unor faze in care procesul de crestere este intens, cum este stadiul
postembrional de crestere.

Variatii crescute ale activitatii geomagnetice echivalente aparitiei furtunilor magnetice
nu influenteazi faza de crestere postembrionald. O sensibilitate maritd este sugerati de
raspunsul sp. Tagetes erecta in prezenta unei furtuni minore in faza de imbibare a
semintelor.

3. Dezvoltarea plantulelor tinere in interval de o lund

valuarea statistica a parametrilor de crestere arata pentru aceeasi specie, in diferite
perioade ale anului, atat efecte semnificative in CMZ cat si efecte la limita pragului de
semnificatie statistica. In absenta cAmpului geomagnetic, dezvoltarea T. erecta L., Calendula
oficinalis L., Triticum aestivum L. si Capsicum anuum L. a fost cu preponderenta incetinita,
evolutie ilustrata prin aparitia intarziata si dimensiunea redusa a frunzelor tinere in curs de
crestere. Dupa o luna de expunere in CMZ aspectul plantelor este mai putin viguros iar
greutatea medie a masei verzi mai mica fata de plantele din lotul martor.
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4. Plante mature —expunere cinci - sapte luni in CMZ

Etapa reproductiva de crestere nu este semnificativ influentata in CMZ. Se poate vorbi
insa de o potentare a cresterii in inaltime a plantelor tinere (Tagetes erecta, Tagetes patula,
Capsicum anuum) si de un proces mai rapid (Lycopersicum aesculentum) sau mai lent
(Tagetes patula) in faza de aparitie a bobocilor si a florilor.

5. Analiza ultrastructurald a frunzelor

Analiza ultrastructurald a frunzelor prin pune in evidenta modificari negative in
structura cloroplastelor si nucleilor celulelor foliare ale plantelor luate in studiu, concretizate
prin diminuarea activitatilor lor metabolice. Existd o anumita diferentiere a raspunsului
fiecarei plante: plantele tinere manifestd o sensibilitate mai mare decat cele mature sau pe
cale de imbatranire. De asemenea, plantele de culturd (Lycopersicum aesculentum,
Capsicum anuum L) resimt mai mult lipsa campului magnetic decat plantele provenite din
flora spontana (Tagetes patula L.).

In concluzie, efectul CMZ bine conturat la unele specii in primele stadii de crestere
este semnificativ diminuat prin expunerea plantelor pe termen lung, sugerand o capacitate
crescutd de adaptare temporala a plantelor in absenta cAmpului geomagnetic.

II. MULTIPLICAREA BACTERIILOR

Rezultatele noastre completeaza studiile de toleranta fatd de antibiotice [Creanga si
colab 2004, Poiata si colab. 2003] si evidentiaza un raspuns bacterian dependent de specie in
conditii de compensare x100 a campului geomagnetic. Culturile de Salmonella raspund
pozitiv in aceste conditii, dezvoltarea celulara fiind semnificativ stimulata. Reactivitatea
culturilor de Listeria monocitogenes indicd o bunid adaptare a acestei specii in timp ce
multiplicarea celulara in culturi de E. coli nu este afectata sau este nesemnificatv deprimata.
Dezvoltarea microorganismelor pe substrat de albumina este semnificativ stimulatd in CMZ.
Aceste rezultate arata ca prezenta campului geomagnetic reprezinta un mediu protector fata
de contaminarea unor microorganisme si a unor germeni bacterieni patogeni cum este
Salmonella, fara a influenta semnificativ dezvoltarea altor germeni (Listeria monocitogenes,
E. coli).

La valori relativ crescute ale cAmpului magnetic (300uT) dezvoltarea bacteriana nu
este afectata.

Multiplicarea cianobacteriilor

Viteza de multiplicare a cianobacteriilor nu este influentata in camp magnetic zero in
perioade cu activitate geomagnetica redusa. Corelarea semnificativa (p<0.05) intre viteza de
crestere a populatiei celulare si variatia activitatii geomagnetice sugereaza o sensibilitate
crescuta a multiplicarii cianobacteriilor in prezenta furtunilor magnetice minore. Raspunsul
biologic este conditionat de aparitia furtunii magnetice in primele faze ale multiplicirii
celulare sau de durata perturbarii in timpul fazei exponentiale de crestere.

III. MOTILITATE CELULARA — date preliminarii

Influenta mediului magnetic lipsit de componenta statica asupra motilitatii celulare a
fost urmadritd in cazul unor organisme unicelulare procariote (tulpini bacteriene din sp.
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Listeria monocitogenes) si celule eukariote (spermatozoizi umani) lipsite de proprietati
magnetotactice, a caror deplasare este generata de motoare moleculare diferite.

Rezultatele obtinute au evidentiat o dependenta a motilitatii Listeriei monocitogenes
de prezenta cAmpului geomagnetic. In cAmp magnetic zero migrarea bacteriana este inhibata,
efect persistent la expunerea ulterioara in camp geomagnetic, sugerand un efect de lunga
durata. Motilitatea bacteriana nu este afectatd in cAmpuri magnetice crescute (300 uT).

Un raspuns diferit este dat de motilitatea spermatozoizilor umani. Studiul vitezei de
deplasare celulara in intervalul de temperatura 17-22°C indica un efect de stimulare a
motilitatii in primele ore de expunere in CMZ la temperaturi mai scizute de 22°C. Acest
raspuns pare sa fie o reactie de adaptare la conditiile nefiziologice din mediu prin activarea
motilitatii spermatozoizilor lenti care trec in categoria celor rapizi.
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PARTEATI

EFECTE ALE CAMPURILOR ELECTRICE INTENSE, DE SCURTA DURATA
ASUPRA CELULELOR VII:
ELECTROPERMEABILIZAREA BIOMEMBRANELOR

1. INTRODUCERE

Procesul de electropermeabilizare, cunoscut si sub denumirea de electroporare, este
un fenomen de membrana initiat prin aplicarea unor pulsuri de camp electric de forma
exponentiala sau dreptunghiulard, intense (kV/cm) si de scurtd durati (pus-ms) unor
suspensii, culturi celulare sau tesuturi vii si constd in indepartarea temporard a barierei
membranare pentru moleculele din mediul intra si extracelular, la atingerea unui potential
transmembranar critic. Peste aceasta valoare are loc strapungerea dielectricd a membranei si
transportul transmembanar consecutiv de ioni si molecule [Neumann and Rosenheck, 1972;
Zimmermann si colab. 1974; Kinosita si Tsong, 1977] prin asa numitii pori aposi.. Ca proces
molecular, este acceptata ideea electropermeabilizarii ca proces reversibil de restructurare a
bistratului lipidic.

Electropermeabilizarea membranara este un proces controlat si modulat de
parametrii electrici ai campului aplicat si este influentat de o serie de factori chimici, fizici si
biologici. Ca biotehnologie, electroporarea membranelor oferd solutii optime pentru
rezolvarea unor scopuri aplicative, fiind utilizata cu success in toate domeniile care presupun
manipularea celulelor vii. Desi intelegerea mecanismelor moleculare ale procesului de
permeabilizare membranare continuad sa rdmand un subiect de studiu deschis, motivat de
intelegerea limitata a bazelor teoretice a fenomenului [Teissie si colab. 2005, Weaver 2003,
Weaver si Chizmadzev 1996] metoda electroporarii este astizi larg utilizata pentru
incorporarea celulari a unei mari diversitati de molecule, cum sunt substantele farmacologic
active, antibiotice, oligonucleotide, ARN, ADN [Favard 2007, Gehl, 2003, Rolls 2006, Golzio
si colab. 2002], eliberarea transdermica a substantelor active [Prausnitz 1996, Denet si colab.
2004, Pavselj si colab 2005b], fuziunea celulard [Zimmermann 1982], electroinsertia
membranari a proteinelor [Teissie si Ramon 1998], sterilizare [Rowan si colab. 2000, Teissie
si colab. 2002], ablatia tesuturilor [Davalos si colab. 2005, Lavee si colab. 2007].

Importanta practicd a procesului de electropermeabilizare membranard cuprinde
urmétoarele aspecte:
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v’ este un proces fizic, neinvaziv si reversibil in intervale cunoscute a
parametrilor electrici

v' este influentat de factori care pot fi controlati si utilizati in scopul modularii
procesului in sensul dorit

v sistemele celulare obtinute sunt compatibile cu organismul

v' este creatd o cale de acces directd la locul de actiune a substantei active si este
evitata astfel biodegradarea acesteia

Manipularea celulara prin tehnica electroporarii a facilitat dezvoltarea unor noi cai de
terapie medicala.

II REZULTATE EXPERIMENTALE

1. TEHNICA ELECTROPERMEABILIZARII BIOMEMBRANELOR - INSTALATIA
EXPERIMENTALA

In scopul abordarii tematicii de cercetare privind electropermeabilizarea
biomembranelor a fost proiectat si construit un aparat complex avand in componentd un
generator de pulsuri electrice dreptunghiulare si cu descarcare exponentiala [Fig.2.1]
proiectat pentru generarea unor pulsuri de tensiune de forma dreptunghiulara sau
exponentiala avand durata si amplitudinea programabile in intervale definite in Tab 2.1.

Puls dreptunghiular Puls exponential

Durata Intensitat Durata Intensitat
s-ms e Hs-ms e
KV/cm KV/cm

20ps -50ps | 0-12 | 10-800ps | 0-12

50us -100us 0-8 0,8-8ms 0-4

100ps - 0-4 8-20ms 0-2
400us
0.4us - 0-2 20-50ms 0-1
1.5ms

1.5ps -5ms 0-1

Tabel 1.1 Intervale de valori a parametrilor de
puls — amplitudine si duratd, pentru pulsuri
dreptughiulare si pulsuri exponentiale

Instalatia este prevazuta cu o celuld de electroporare functionand in flux cu o
capacitate de procesare de 2 ml proba biologicd. Cuva de lucru este plasata intr-un bloc
termostatat cu precizie de 0,5C in domeniul 2-40°C.

2. CONTRIBUTIA PARAMETRILOR DE PULS ELECTRIC IN PROCESUL DE
ELECTROPERMEABLIZARE A MEMBRANEI ERITROCITARE

Intervalul de valori ai parametrilor de puls electric utilizat pentru permeabilizarea
reversibild a membranei celulare este cuprins intre 1-20 kV/cm pentru amplitudine si 10us —
10 ms pentru durata pulsului. Valori scazute ale amplitudinii pulsului pot genera caAmpuri
sub valoarea criticd necesara permeabilizarii membranare. In schimb intensitati de cAmp
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prea mari determind strapungerea dielectrica ireversibila a membranei, urmata de un eflux
masiv a componentilor intracelulari.

Investigatiile noastre au avut ca scop determinarea ponderii parametrilor de puls
electric - amplitudinea si durata - in electropermebilizarea reversibila a eritrocitelor umane
[Neamtu si colab 2000]. Au fost urmarite doud procese diferite: cinetica de eflux a
macromoleculelor de hemoglobind (65 0ooo Da) (Fig 2.1.) si influxul unor particule de
dimensiune micd cum sunt ioni de mangan (55 Da) normal impermeabili prin membrana
eritrocitard, pentru patru combinatii a parametrilor de puls electric:

a) E = 4kV/cm, 1 = 40 ps; ¢) E =4kV/cm, t = 100 ps;
b) E=5KkV/cm, t = 40 ps; d) E=5kV/cm, 1 =100 us
80 ¢ —— ¢ —¢
«
- _— *x——&
S| * &
N . / A A4 Fig.2.1
g 404 / A - Cinetica de eflux a hemoglobinei prin membrana
2 $ A eritrocitard electroporatd, pentru diferite
) / I combinatii ale parametrilor de puls electric.
0] A k- E=dkViem-=100s | Temperatura de incubare - 4°C
/ —- E=5kV/em-=100ps
A —A- E=4kViem-1=40ps
0 /
T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Timp incubare [min]

Efluxul moleculelor de hemoglobina urmareste o curbd ascendenta care atinge o
valoare de platou dupa 30 min corespunzatoare echilibrarii concentratiei moleculelor de
hemoglobina in compartimentele intra si extracelulare.

Prin expunerea suspensiilor celulare la oricare din combinatiile de parametrii de
camp electric se obtin in proportii diferite doua populatii celulare distincte

a) fantome eritrocitare cu continut redus de hemoglobina
b) eritrocite cu continut integral de hemoglobind si membrana partial
permeabila la ionii de mangan.

Permeabilitatea la ionii de mangan a membranelor celor doua populatii de celule

difera foarte mult. Distributia ionilor de mangan in compartimentele intracelulare este
puternic asimetrica fiind incorporata aproape exclusiv in fantomele eritrocitare.
Rezultatele pun in evidenta complexitatea fenomenului de electropermeabilizare. Diferite
domenii de valori ai parametrilor pulsurilor de camp electric induc o permeabilizare selectiva
pentru diverse specii moleculare. Cele doua ,specii” testate: hemoglobina si ionii Mn2+ sunt
considerati reprezentativi pentru capetele unui spectru larg de specii moleculare discriminate
prin masa molara si implicit dimensiune.

Refacerea integritatii si a impermeabilitdtii membranare a celulelor fantoma obtinute a
fost testata prin determninarea permeabilitdtii la mangan a celulelor electroporate si incubate
la 37°C (Fig. 2.2).
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Desi permeabilizarea membranara indusa de pusuri la E = 4kV/cm, © = 100 ps pusa in
evidenta atat prin efluxul molecular de hemoglobina cat si prin influxul ionilor de mangan
este similara cu permeabilizarea inregistrata prin electroporarea cu pulsurila E = 5 kV/cm, ©
= 40 us, refacerea integritatii membranare este diferita si este dependenta de durata pulsului
aplicat. Aceste date confirma faptul ci parametrul durati de puls este factorul care
controleaza procesul de reinchidere a porilor aposi indusi in membranele electroporate.

3. INACTIVAREA PROCESULUI DE REINCHIDERE A ELECTROPORILOR IN
MEMBRANE ERITROCITARE IRADIATE CU ELECTRONI

Mecanismele moleculare ale fenomenului de permeabilizare membranari continua sa
ramand unul din aspectele mult dezbatute in literatura de specialitate. Este acceptat faptul ca
inducerea permeabilizarii membranare este un proces atribuit domeniului lipidic, insa
stabilitatea starii permeabile dupa electroporare sugereaza ca alte structuri moleculare, cum
sunt proteinele membranare si citoscheletul ar putea fi implicate in procesul de reinchidere a
porilor [Teissie si Rols 1994, Rols si Teissie 1992, Chang si Reese 1990]. Membrana si reteaua
proteica citoscheletald sunt privite ca un sistem complex, asocierea lor fiind localizata la
nivelul proteinelor integrale a bistratului lipidic printr-o proteind de legatura, ankirina.
Ipoteza implicarii citoscheletului in procesul de electropermeabilizare este sustinuta de mai
multe grupuri de cercetare [Rols si Teissie 1992, Chang si Reese 1990].

Cercetarile noastre au avut ca scop identificarea componentei proteice cu contributia
dominantad intre diferitii componenti care ar putea fi implicati in etapa de refacere a
membranei eritrocitare electroporate [Neamtu si colab. 1999]. In acest sens a fost exploatat
avantajul oferit de metoda “analizei tinta” aplicata in urma inactivarii functiei unei proteine
cauzata prin iradierea cu un fascicul de electroni de energie inalta. S-a aratat ca metoda ofera
posibilitatea de a evalua greutatea moleculara a unei proteine. [Kempner si Macey 1989].

3.1. Analiza tinta

Ipoteza de bazd a metodei se refera la faptul ca fiecare ciocnire intre electronii cu
energie 1nalta si molecula tinta afecteaza puternic complexul molecular, care isi pierde astfel
functia biologica. Fractiunea ramasa nealteratd descreste exponential cu media ciocnirilor:

N/N, = XD (3.1)
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Media “tintelor” este proportionald cu doza D, iar constanta K contine informatii
directe legate de masa sistemului molecular tinta.

Parametrul accesibil experimental este panta curbei numite ‘curba de inactivare’
obtinutd prin reprezentarea logaritmicd a dependentei fractiunii proteice active de doza
radiatiei. Greutatea moleculara a sistemului este calculat prin relatia:

M, =K-64-10° (3-2)

determinat empiric de Kepner si Marcey [1968] si teoretic de Kepner si Haigler [1985].

3.2. Iradiere cu electroni si electroporare

Suspensii eritrocitare au fost iradiate la temperatura azotului lichid (270°K) cu
fascicul de electroni cu energie 5 MeV, generat de un accelerator linear. La aceasta
temperaturad este exclusa formarea radicalilor liberi ai apei (efect secundar dominant care
ecraneaza efectul primar al radiatiilor).

Procesul de electropermeabilizare a fost cuantificat prin gradul de hemoliza a
eritrocitelor electroporate cu pulsuri electrice rectangulare 40us si amplitudine variabila in
intervalul 2-6 kV cm™, sau la o valoare fixa de 4 kV cm™ la temperatura joasa (0-4°C.)
Concentratia de hemoglobina extracelulard a fost determinata spectrofotometric la A= 410
nm iar gradul de hemoliza a fost stabilit prin raportul normalizat a absorbantei in probele
electroporate si in hemolizatul suspensiei initiale

3.2. Rezultate experimentale

Efectul direct al radiatiilor cu electroni asupra membranei eritrocitare, a fost urmarit
pentru doze de iradiere cuprinse intre 1-6 kGy, in ambele faze ale procesului de
electropermeabilizare membranara:

1) inducerea permeabilizarii monitorizatd prin efluxul moleculelor de
hemoglobina la temperatura scazuta (4°C).

2) refacerea impermeabilitdtii membranei pentru aceste molecule prin
incubarea suspensiei electroporate la temperaturi cuprinse intre 0-37°C .

In timp ce pentru prima faza a procesului de electropermeabilizare actiunea directa a
radiatiilor ionizante pare sa fie irelevanta, procesul de refacere termica a impermeabilitatii
membranare este puternic afectat. Timpul de viatd a starii permeabile a membranei
eritrocitare este redusa la cresterea temperaturii, cu descresterea simultana a permeabilitatii
membranei pentru hemoglobina. Acest proces a fost investigat pentru eritrocite iradiate la
patru doze de iradiere: 1, 2, 4 si 6 kGy, electroporate la E=4kV cm™ si incubate 1h la
temperaturi crescande (Fig 3.3.).

Prezenta moleculelor de hemoglobina in mediul extracelular a fost folositd pentru
cuantificarea starii de permeabilizare a membranei celulare. In acelasi mod a fost testata o
proba neiradiata (martor).

Pentru a estima prin metoda analizei target greutatea moleculara a structurilor
afectate prin iradiere au fost luate in calcul rezultatele obtinute la 37°C. In cazul de fat3,
curba de inactivare este data de logaritmul variatiei hemoglobinei intracelulare In(1-H/Ho)
fata de doza de iradiere (Fig 3.4). Prin cresterea dozei de iradiere, capacitatea de a refacere a
functiei membranare de bariera pentru moleculele de hemoglobina este progresiv alterata.
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Graficul prezintd o panta K=0,145 (kGy)™. Aplicand aceasti valoare in relatia (3.2)
obtinem o masa moleculara M~ 930kDa, valoare foarte apropiata sistemului molecular
spectrind sub forma de tetramer. Toate celelalte structuri proteice membranare au o masa
moleculard sub 400 kDa. Spectrina este componentul proteic de bazd ce formeaza reteaua
citoscheletului eritrocitar. Rezultatele noastre confirma implicarea retelei de spectrina in
procesul de refacere a membranei electroporate.

4. DETERMINAREA DISTRIBUTIEI DIMENSIONALE A CELULELOR PE BAZA
EXPERIMENTELOR DE ELECTROPERMEABILIZARE MEMBRANARA

Pentru orice specie celulara dati se poate defini o valoare critica a diferentei de
potential transmembranar efectiv chf . Daci intensitatea campului electric extern este
suficient de mare vor fi electropermeabilizate toate celulele a cdror raza indeplineste conditia

limita:

o 3
we = > ER (4.1)
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Procesul de electropermeabilizare devine astfel dependent doar de dimensiunea
celulei. Intr-o populatie celulard care in mod obisnuit este neomogena ca dimensiune,
potentialul critic indus sub actiunea campului electric este atins initial de celulele cu
dimensiunea cea mai mare. La cresterea intensitatii cAmpului, procentul celulelor ce ating
conditia critica favorabila electroporarii creste la randul ei. Intr-un domeniu de valori a
intensitdtii de camp, toate celulele sunt permeabilizate. Astfel, pentru o populatie de celule
normal distribuita, curba de electropermeabilizare prezinta o dependenta sigmoidala (Fig 2.5).

In cazul electroporarii eritrocitelor, curba de electrohemoliza este caracterizata prin
parametrii: E,/. reprezinta intensitatea campului electric care determina hemoliza a 50% din
populatia eritrocitard si Ry, atribuit razei celulare medii. Pe baza eficientei procesului de
electropermeabilizare (77) definitd de raportul intre numarul de celule permeabilizate si
numarul total de celule am propus o relatie care defineste distributia dimensionala a unei
populatii celulare.

X(y)
n(y) =1- [()dx (4.2)
0

unde f(x) este functia distributiei dimensionale normalizate, x si y fiind variabilele
adimensionale: x = R/R,.; Yy = E/E,/» Conditia critica data de ecuatia (4.1) devine cu noile
variabile:

Xy =1 (4.3)
Prin derivarea ecuatiei (4.2) in raport cu x, functia de distributie dimensionald normalizata

f(x), devine:
1 (4.4)
X2

f(x)=

o |
< IS

Aceastd formula poate fi utilizata pentru caracterizarea functiei de distributie
dimensionale in conditiile in care eficienta procesului este determinatd experimental.
Avantajul net al acestui mod de abordare constd in faptul ca utilizarea variabilelor
normalizate au o validitate universald, fiind independente de valorile specifice ale
conductivitatii membranare, dimensiunea celulei, si proprietatile electrice ale mediilor
interne si externe celulare.

Functia de distributie dimensionald a fost verificatd in experimente de
electrohemoliza eritrocitara realizate in doua conditii experimentale diferite. Curbele de
electrohemoliza au fost obtinute prin metoda unicelulara respectiv metoda multicelulara.

1. metoda unicelularda — utilizeaza dilutii mari de suspensie celulara

(0.01%) care permite (i) electroporarea unei singure celule adusa intre electrozi si (ii)
determinarea valorii de prag a intensitatii de cAmp electric care produce hemoliza celulara.

2. metoda multicelulara — expunerea unor suspensii celulare cu
hematocrit 1% pulsurilor electrice presupune electroporarea a 60-80% celule. Eficienta
electrohemolizei este calculatd prin raportul: numarul de celule lizate / numarul total de
celule.

Dependenta normalizatd a procentului de celule electropermeabilizate in functie de
intensitatea campului electric aplicat este reprezentata in Fig.2.5. pentru doua valori ale
duratei de puls: 1 ms (A) si 50 ps (B).

In Fig 2.6 sunt redate histogramele functiilor de distributie dimensionald normalizate
obtinute prin derivatizarea numericd a dependentei eficientei electroporarii.
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Functia de distributie dimensionald normalizata. Durata de puls; A —1 ms, B — 50 us

Pentru conditii experimentale ce difera prin durata pulsului electric aplicat,
distributia dimensionala calculata este similara si anume prezinta un singur pic relativ ingust
centrat la Ry si o forma similara. Largimea ambelor distributii este ~ 0,3R,. ceea ce
corespunde unei valori de aproximativ 1 pm.

3.5. ELECTROPERMEABILIZAREA MEMBRANARA IN PATOLOGIA DIABETICA SI
LEUCEMICA

In conditiile unei hiperglicemii cornice se produc modificari chimice, structurale si
functionale ale proteinelor din tesuturile permeabile pentru glucoza, ceea ce determina
instalarea unor complicatii cunoscute in patologia diabetici cum sunt: afectiuni renale,
oculare, nervoase, vasculare. Mecanismele prin care excesul de glucoza poate afecta
structurile proteice sunt atribuite intensificarii (i) glicozilarii enzimatice a poteinelor, (ii) a
glicozilarii neenzimatice a poteinelor, (iii) caii poliol, (iv) depletiei mioinozitolului
intracelular. Glicozilarea hemoglobinei conduce la formarea unor hemoglobine anormale
HbA.,, HbA;,, HbA,. cu consecinte in functionalitatea eritrocitului: flexibilitate redusa a
celulei, vascozitate intrinsecd crescutd care se presupune cd contribuie la reducerea
deformabilitatii eritrocitelor diabetice. Modificari in permeabilitatea membranei eritrocitare
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au fost puse in evidenta si in patologii maligne [Moore si colab. 1979]. Studii RMN au aratat
un influx mult mai lent a ionilor de mangan in celulele rosii si limfocite in cazurile de
leucemie cronica.

In acest context am utilizat tehnica electroporarii pentru a analiza modificarea
permeabilitdtii membranare a eritrocitelor umane in patologia diabetica tip I si tip II si
patologia leucemica: leucemie limfatica cronica, limfom Hodgkin (Fig 2.7, Fig. 2.8).
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Electropermeabilizarea membranei eritrocitare a fost caracterizatd prin
electrohemoliza unei suspensii eritrocitare 1%, expusa unor pulsuri electrice dreptunghiulare
de scurtd duratd (100/us) si amplitudine variabild in intervalul 3-7 KV/cm. Curba de
electrohemolizd obtinutd, are ca parametru caracteristic valoarea E,/, a intensitatii campului
electric care determind hemoliza a 50% din populatia eritrocitara. Acest parametru a fost
utilizat pentru a caracteriza modificarile de permeabilitate a celulelor patologice fata de cele
normale. In cele doua tipuri de patologie, curbele de hemoliza reprezinti media
experimentala a cazurilor luate in studiu.

Se observa o deplasare similara a curbelor de electrohemoliza in diabet zaharat tip I si
tip II fatd de curba martor in sensul cresterii amplitudinii pulsului electric necesar
permeabilzarii celulare (Fig 2.7). Deplasarea relativa E, este +7% si indica o rezistenta
membranara crescuta a eritrocitelor afectate de excesul glicemic in sange.

Electropermeabilizarea membranara este nesemnificativ modificata fata de normal in
leucemie limfatica cronica (Fig.2.8.a), insuficientd medulara (Fig.2.8.b) si limfom Hodykin
(Fig.2.8.c).

Rezultatele obtinute au pus in evidenta urmatoarele aspecte:

- diminuarea permeabilitiatii membranare in patologia diabetica cu Ez=+7%, este
corelata cu o crestere a glicozilarii hemoglobinei intraeritrocitare;

- permeabilitatea membranei eritrocitare electroporate este similard in cazuri de
diabet zaharat tip I si tip II;

- permeabilitatea nomala in leucemie limfatica cronica, insuficienta medulari, limfom
Hodgkin este corelata cu valori normale ale hemoglobinei glicozilate.

Sciaderea permeabilitatii membranei eritrocitare la hemoglobina in diabet zaharat,
respectiv cresterea rezistentei membranare la electrohemolizd poate fi explicatd prin
glicozilarea hemoglobinei si formarea unei hemoglobine anormale. Vascozitatea acestei
hemoglobine este crescuta iar volumul marit. Ca urmare viteza de difuzie in mediul
extracelular este diminuata in comparatie cu hemoglobina normala. Efluxul diferit pentru
cele doua tipuri de hemoglobind determini pentru un anumit grad de hemolizi, o valoare a
E,/. deplasata fata de normal in sensul cresterii intensitatii pulsului de cAmp electric necesar
permeabilizarii membranare.

ITT CONCLUZII

Cercetarile prezentate in aceasta parte a tezei cuprind urmitoarele rezultate originale:
> A fost conceput si realizat un aparat de electroporare complex cu posibilitate de generare
a doud tipuri de pulsuri electrice: dreptunghiulare si cu descarcare exponentiala.
Amplitudinea si durata pulsurilor sunt programabile, masurate si afisate. Aparatul are
posibilitatea de aplicare programata a unui numar de 1-10 pulsuri succesive pe aceeasi
fractiune de proba la o singura trecere printre electrozi. Celula de electropermeabilizare
atagati aparatului, este termostatata cu precizie de 0,5°C in domeniul 2-40°C, si
functioneazi in flux cu o capacitate de procesare a 2ml proba biologica.
» Ponderea amplitudinii si duratei de puls electric in procesul de permeabilizare
membanara a fost determinata prin electroporarea eritrocitelor umane utilizand diferite
combinatii a parametrilor de puls. Procesul a fost urmarit prin cinetica de eflux a
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macromoleculelor de hemoglobina (65 000 Da) si influxul ionilor de mangan (55 Da)
normal impermeabili prin membrana eritrocitara.
" a fost dovedita posibilitatea de control a permeabilizarii membranare prin ajustarea
amplitudinii si a duratei pulsului electric aplicat.
. a fost pusi in evidentd existenta unor pori de dimensiuni diferite in membrana
eritrocitara electropermeabilizata
. procesul de reinchidere a porilor membranari indusi sub actiunea pulsului de camp
electric este controlat in mare masura de durata pulsului aplicat. La acelasi grad de
permeabilizare refacerea integritatii si a impermeabilititii membranare se
realizeazi in intervale de timp mai lungi prin cresterea duratei de puls.
Pe baza dependentei potentialului transmembranar de dimensiunea celulei, am propus o
relatie care defineste distibutia dimensionala a unei populatii eritrocitare. Functia de
distributie dimensionald a fost verificata in doud conditii diferite de electroporare:
A fost identificatd componentei proteica cu implicare majorda in procesul de refacere
membranara. In acest sens a fost exploatat avantajul oferit de metoda “analizei {intd” care
oferad posibilitatea de a evalua greutatea moleculara a unei proteine a carei functie este
inactivata prin iradierea cu un fascicul de electroni de energie inalta.
Metoda de analiza tintd a fost aplicatd rezultatelor obtinute in faza de refacere a
membranelor eritrocitelor electroporate, expuse initial iradierii cu electroni la diferite
doze. Inactivarea acestei fazei a permis identificarea proteinei implicata in procesul de
reinchidere a porilor membranari ca fiind spectrina sub forma de tetramer. Spectrina
reprezintd unitatea structurald de baza a retelei citoscheletale. Rezultatele noastre
confirma si aduc dovada concretd a participarii citoscheletului eritrocitar in procesul de
electropremeabilizare membranara.
Am utilizat tehnica de electropermeabilizare membranara ca modalitate alternativa de
identificare a modificirilor celulare in patologia diabetica (tip I si tip II) si in patologia
malignd (leucemie limfaticd cronicd, insuficientd medulard, limfom Hodgkin). Prin
aceasta tehnica au fost puse in evidenta modificiri la nivel celular in patologia diabetica.
Modificarea cineticii de eflux a hemoglobinei prin membrana eritrocitara electroporata a
fost corelata cu cresterea glicozilarii hemoglobinei intraeritrocitare si a fost explicata prin
cresterea constantei de timp a difuziei transmembranare a moleculelor de hemoglobina
anormale cu vascozitate si volum crescut.
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