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INTRODUCERE

Dezvoltarile care au loc in chimie si fizica, in industria chimica, in biofizica, in
industria medicamentelor, implicdA cunoasterea proceselor ce caracterizeaza
termodinamica si hidrodinamica filmelor subtiri.

Abordarile moderne ale stiintei suprafetelor au deschis posibilitati largi in
domenii diferite incluzand concepte si teorii fundamentale privind descifrarea
nanosistemelor coloidale care contin surfactanti, dispersiilor coloidale, electrolitilor
coloidali, spumelor, filmelor subtiri, filmelor Langmuir- Blodgett si modelelor de
biomembrane.

A existat un interes continuu in ceea ce priveste monostraturile incd de la
pioneratul acestor cercetari, interes motivat de dorinta de a intelege natura fortelor de
interactiune din structurile orientate. S-au analizat cu preponderentd monostraturile de
acizi grasi sau alcooli si fosfolipide, deoarece acestea sunt cele mai simple sisteme si au
fost de-a lungul anilor subiectul multor studii.

Sistemelor lipidice constituie in prezent un domeniu de granitd, intens studiat n
cercetarea biomembranelor. Aceste sisteme lipidice, bine definite chimic si accesibile
pentru investigarea cu diferite tehnici, au devenit un model de studiu al proprietatilor
fizice si fizico-chimice ale membranei biologice.

Teza este alcatuitd din sapte capitole urmate de bibliografia generala si lista de
publicatii. Primul capitol, teoretic descrie metodele si tehnicile folosite pentru studiul
modelelor de biomembrana. Rezultatele originale sunt cuprinse in cinci capitole i am
cercetat urmatoarele aspecte:

e Studierea dinamicii de adsorbtie a filmelor Gibbs la interfete fluide a acizilor grasi si
anestezicelor cu ajutorul masurdtorilor experimetale ale presiunilor interfaciale
dinamice si a unor modele teoretice de cineticd de adsorbtie, propuniand o noua
ecuatie cinetica controlata de difuziune.

e Caracterizarea izotermelor de compresiune ale filmele insolubile Langmuir de acizi
grasi si lipide si cadutarea unor modele matematice care sa descrie cat mai exact
comportamentul acestor filme. In acest sens, am folosit trei metode matematice de
filmelor monomoleculare; programul de interpolare cu metoda celor mai mici
patrate si a functiilor spline cubice extinse dovedindu-se cel mai performant.

e Combinarea tehnicii Langmuir-Blodgett cu observatiile de microscopie atomica
pentru studierea comportamentul filmelor de acizi grasi, lipide si proteine, precum
si pentru studierea si modelarea interactiunilor unor compusi chimici (anestezice,
colesterol, medicamente anti-cancer §.a.) asupra lipidelor §i proteinelor membranei
celulare.

e FElucidarea nanostructurii membranei eritrocitare si a modificarilor acesteia in
prezenta unor medicamente prin observatii de microscopie de fortd atomica.
Modelarea interactiunilor unor medicamente cu membrana eritrocitard si
vizualizarea lor cu ajutorul microscopului de forta atomica (AFM —JEOL 4210).

Intelegerea modului in care se autoasambleaza biomoleculele la interfete fluide
este esentiala in elucidarea structurii si functiei acestor biomolecule. Pentru descifrarea
acestor structuri am beneficiat de tehnici de varf care furnizeaza informatii stiintifice la
nivel nanometric. Microscopia de fortd atomicad (AFM) si tehnica Langmuir-Blodgett
(LBT) prezinta o combinatie unicd care permite cercetarea detaliatd a suprafetei
moleculelor individuale atat din structurile Langmuir-Blodgett cét si din structurile
biologice.



2. Filme Gibbs de adsorbtie la interfete fluide

2.2. Modelare - experiment

Am studiat dinamica de adsorbtie a acidului stearic din benzen la interfata
benzen/apa (pH 2) si a unor anestezice locale (dibucaina si tetracaina) din solutii apoase
(pH 2) la interfata benzen/apa. Tensiunea dinamica interfaciald a fost masuratd prin
metoda picaturii atdrnate si prin metoda inelului pentru concentratii diferite de
surfactant. Aceste masuratori ne dau informatii despre cinetica de adsorbtie si despre
structura stratului de biosurfactant adsorbit la interfata lichida. Constantele relative de
viteza obtinute independent din datele de dinamicd de adsorbtie (tabel 2.2.5) sunt
rezonabile pentru sistemele investigate. Valorile relative ale constantei de viteza sunt In
concordantd cu datele din literatura [98-100] si cu structura moleculard a
biosurfactantilor.

Tabelul 2.2.5. Constantele relative de viteza ale adsorbtiei (k/T,) si desorbtiei (kT ).

Biosurfactant Ki/T oo Ko/T o, ki/ko,
mol'dm’min” min™ mol'dm’
Dibucaina 7,25 0,159 45,6
Tetracaina 4,99 0,149 33,5
Acidul stearic 0,212 0,0392 5,4

unde k; si k, sunt constantele de viteza pentru procesul de adsorbtie, respectiv
desorbtie; T, este coeficientul de adsorbtie la echilibru, la saturarea interfetei cu molecule de
biosurfactant.

Am evidentiat efectele adsorbtiei asupra fazei de volum in care este solubil
biosurfactantul la interfata ulei/apa. Astfel, s-a observat dependenta constantelor relative
de viteza de structura moleculara a biosurfactantilor si de natura fazei de volum in care
surfactantul este solubil. Constantele cinetice sunt mai mari pentru anestezice fatd de
cea corespunzdtoare AS. Raportul k;/k; este mai mare in cazul adsorbtiei dibucainei si
tetracainei din faza apoasi la interfata ulei/apa decat raportul corespunzator adsorbtiei
AS din benzen la aceeasi interfatad ulei/apa.
lanturi carboxilice saturate si o grupare terminala carboxilica care poate forma agregate
atdt In faza benzenici cat si in straturile adsorbite la interfata benzen/apa. Reorientarea
moleculelor si formarea auto-asamblatelor la suprafatd 1n timpul adsorbtiei
monostraturilor poate explica, cel putin partial, coeficientul de difuziune scazut al AS
in faza benzenica.

Au fost testate ecuatii cinetice controlate de difuziune sau controlate de transfer
si s-a propus o noud ecuatie cinetica controlatd de difuziune (ec. 2.2.28) pornind de la
ecuatia de difuziune a lui Ward si Tordai [97] asociatd cu ecuatia de stare
bidimensionala de tip van der Waals [111-115] pentru monostraturile de biosurfactant
adsorbite la interfata benzen/apa.

1—p7\? -

cu parametrii:

1/2
In= a{f— 073/4} =ap(7) (2.2.28)

Dt
T

1/2 1/2 1/2 1/4
a:ZkT(co—cs)( Dtmj ,c=2 (¢, ~¢.) (Dtm)

1/2
,b=2A,(c,—c¢
j 0( 0 s)( T kT -

unde: II este presiunea interfaciala, 4, aria monostratului, & constanta lui Boltzmann,
T temperatura absolutdi, x =2(cy —c)(D/m)"?, ¢, reprezentdind  concentratia
surfactantului in volum, ¢, concentratia surfactantului in subsuprafatd, D coeficientul
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de difuziune, 7 =3,1415..., t este o variabild de la zero la ¢, ¢, timpul maxim, 7 = t/%,

timpul redus, «a parametru de interactiune.

In tabelul 2.2.11 si 2.2.15 sunt dati parametri ecuatiei (2.2.28) care ne permit
construirea curbelor teoretice I versus t. Aceste curbe sunt date in fig. 2.2.3a, 2.2.12a

si 2.2.13a ca si curbe pline.

Tabel 2.2.11. si 2.2.15. Parametri ecuatiei (2.2.28) obtinuti din datele experimentale ale
dinamicii de adsorbtie pentru cei trei biosurfactanti la interfata benzen/apa (pH 2).

Biosurfactant | Cy, mol/l | t,, min | I, mN/m a b c (SD)m, mN/m
Dibucaina 0,001 15 8,2 13,84 | 0 0,407 0,0028
0,005 15 15,5 31,87 | 0,0039 | 0,518 0,0029
0,01 15 18,9 46,14 | 0 0,590 0,0014
Tetracaina | 0,001 15 52 1031 | 0.0697 | 0.571 0,0047
0,005 15 8,7 20,10 | 0,0465 | 0,616 0,0025
0,01 15 110 |2660]0 0,586 0,0028
Acidul stearic | 0,001 90 4.5 11,78 | 0,0813 0,706 0,0060
0,0018 90 6.4 1562 | 0 0,590 0,0046
0,0057 90 12,1 32,86 | 0,0039 0,635 0,0019
0,012 90 15,6 4450 | 0 0,649 0,0019
0,018 90 18,1 | 53.76 | 0,0019 | 0,665 0,0022
0,051 90 22,0 85,43 | 0,163 0,937 0,0054

Se observa ca ecuatia (2.2.28) poate sa descrie foarte bine curbele experimentale
IT versus t. De asemenea, permite calcularea coeficientilor de difuziune, concentratiile
subsuprafetei si parametrul de interactiune o dintre moleculele de surfactant din

monostraturile adsorbite la interfata benzen/apa

0,651
o]
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000178
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20 40 60 80
t, min

Fig. 2.2.3. Presiunea dinamica interfaciala (I1, in
mN/m) a solutiilor benzenice ale acidului stearic la
interfata benzen/apa (pH 2) in functie de timp (¢,
min) (a). Cifrele indica concentratia in volum a AS,
Cy (mol/l), in faza benzenica.

(tabel 2.2.12 si 2.2.16).

t, min

Fig.2.2.12 Presiunea superficiala dinamica
experimentald (I'T in mN/m) pentru solutiile
apoase de dibucaind (pH2) la interfata
benzen/apa, in functie de timp (¢, min)(a).
Concentratia dibucainei in volum este C,
in mol/l. Liniile continue din varianta a
sunt calculate cu ec. (2.2.28).



Tabel 2.2.12 si 2.2.16. Coeficientii de difuziune D si D,, concentratiile subsuprafetei C; si
arametri de interactiune o.

Biosurfactant Co,mol/l D-10", Dy 10", Cs, *o- 107,
cm’s” cm’s” mol/l dyn cm®
Dibucaina 0,001 2,84 0 8,90
0,005 0,602 2,84 2,70 7,46
0,01 0,316 6,67 7,07
Tetracaina 0,001 1,58 0 14,4
0,005 0,240 1,58 3,05 11,2
0,01 0,105 7,42 9,25
Acidul stearic 0,001 0,343 0 16,7
0,0018 0,190 0,45 12,1
0,0057 0,0821 2,91 9,02
0,012 0,0840 0,343 8,22 7,92
0,018 0,0220 13,4 7,38
0,051 0,0069 437 8,24

*0,-10° mN m? in SI

In concluzie, caracterizarea fizico-chimicd a monostraturilor de biosurfactant
adsorbit la interfata lichida este importantd si poate avea mare impact asupra unor
fenomene cum sunt, turbulenta interfaciald, procese de spumare si umectare. De
asemenea, comportamentul dinamic al biosurfactantilor joacd un rol major in procesele
biochimice si biologice, precum si in cele tehnologice.

3. Filme Langmuir — modele de membrane lipidice

Caracterizarea izotermelor de compresiune, presiune superficiala () in functie
de aria moleculara (A) ale filmelor de acizi grasi, fosfolipide si colesterol, este esentiala
pentru studierca si intelegerea proceselor biologice care implicd sisteme
multicomponente.

3.1. Izoterme de compresiune a filmelor de acid stearic

Acidul stearic este un exemplu de biocompus amfifil, insolubil in apa care se
auto-asambleazd In monostrat Langmuir stabil la interfata aer/apa. Datoritd stabilitatii
ridicate la interfatd, AS este considerat un model adecvat pentru cercetarea
nanostraturilor [13-17]. Se pot obtine informatii valoroase privind organizarea
moleculard a monostraturilor de AS si mecanismul de colaps al acestora din izotermele
de compresiune [119].

Studii anterioare ale mecanismului de colaps ale monostraturilor Langmuir
insolubile la interfata aer/apa au dus la dezvoltarea unor modele teoretice de colaps
[120-124]. Starile proceselor de colaps pentru un monostrat Langmuir supracomprimat
sunt prezentate in fig. 3.1.2 [3].

LR

LR

Fig.3.1.2. Etapele proceselor de colaps si structurile de colaps obtinute la supracomprimarea
monostraturilor condensate de AS. Sagetile indicad migscarea moleculelor in diferite structuri.
Desenele nu suint 1a seari 4



Experimental, colapsul incipient se observda adesea la presiuni superficiale
reproductibile care corespund unui echilibru metastabil intre nanostrat si faza de volum
proaspat colapsata nedetectabild [40, 125].

Studiile teoretice ale proceselor de colaps ale monostratul de AS [122] arata ca,
prin cresterea presiunii superficiale laterale peste valoarea presiunii de colaps incipient a
monostratului de AS aflat in faza condensatd bidimensionald (fig. 3.1.2a), are loc un
proces de buclare al filmului (fig. 3.1.2b) care duce la ruperea acestuia si formarea de
bistraturi verticale (fig. 3.1.2¢) care se ridica in faza de aer. Aceste bistraturi se indoaie
(fig. 3.1.2d) si cad fragmentate peste filmul monomolecular ramas, aparand astfel zone
cu indltimi de tristrat (fig. 3.1.2¢) la interfata.

Mai departe, voi furniza evidente experimentale detaliate asupra structurilor de
colaps obtinute pentru monostraturile AS folosind tehnica LB si investigatiile AFM si
care confirma mecanismul de colaps descris mai sus.

Am studiat monostraturile de AS in absenta si in prezenta medicamentelor la
interfata aer/apa. Au fost obtinute experimetal izotermele de compresiune pentru
monostraturile pure de AS si AS in prezentd de P (fig. 3.4.3a) si DFO (fig. 3.4.3b)
pentru doud temperaturi diferite (20°C — fig. 3.4.3a si 22°C — fig. 3.4.3b).

Se poate observa, din comportamentul general cd ambele izoterme ale AS pur
(fig. 3.2.3a 51 b, curbele 1) contin doud portiuni liniare corespunzatoare starilor de LC si
S cu tranzitie de faza bidimensionald la o presiune superficiald laterala de aproximativ
20 mN/m.

In prezenta procainei (curba 2, fig. 3.4.3a) sau DFO (curba 2, fig. 3.4.3b) in
subfaza apoasd, izotermele de compresiune se mutd la arii moleculare mai mari
evidentiind expansiunea monostratului de AS. Caracteristicile superficiale determinate
din aceste izoterme sunt date in tabelul 3.4.1.
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Fig. 3.4.3 a- Izotermele de compresiune pentru monostratul de AS pur (curba 1) la
interfata aer/solutie apoasa cu pH2 si pentru monostratul de AS in prezenta P 10~ mol/dm’ in
subfaza apoasd (curba 2) la 20°C. Liniile punctate indici ariile moleculare limiti pentru
moleculele de AS in stare condensatd (A’y) si faza de solid (A). Sagetile de la presiunile
superficiale ridicate indica colapsul incipient In monostraturile de AS. b — Izotermele de
compresiune pentru monostratul pur de AS (curba 1) la interfata aer/solutie apoasd de pH2 si
pentru monostratul de AS in prezenta DFO 10 mol/dm’ in subfaza apoasi (curba 2) la 22°C.
Simbolurile ca si la punctul a. (Pentru simplificare valoarea A’; nu este marcati).



Tabel 3.4.1. Caracteristicile suprafetei monostraturilor Langmuir de AS pe subfaze apoase de
pH2 in absenta si in prezenta P (10”°mol dm™) sau DFO ( 10°mol dm™). Valorile ariei medii
(4, Aysi A.) sunt date in nm*/molecula de AS. Valorile corespunzitoare presiunii de colaps

sunt 7.
Monostrat A o(nm?) Ay(nm?) A(nm?) 7. (mN/m)
incipient avansat
AS 0,255 0,200 0,180 40,8 (45,0)
ASsiP 0,340 0,260 0,175 46,7 (50,9)
As si DFO 0,320 0,230 0,180 52,5 (56,7)

Presiunea de colaps (m.) este presiunea superficiala cea mai mare la care poate fi
comprimat monostratul Langmuir la interfata aer/apa [13,15,40,133] si corespunde
schimbarii bruste de pantd observata pe izoterme (indicata de sagetile de la presiunile
superficiale ridicate pe fig. 3.4.1a si 3.4.1b). Ariile moleculare medii corespunzatoare
sunt ariile de colaps (4.) care se gasesc de asemenea in tabelul 3.4.1.

Este important de subliniat cd am ales aceste doud concentratii diferite de
medicamente pentru cd la aceste concentratii P si DFO au un efect important (vezi . in
tab.3.4.1) si comparabil (vezi valorile 4y) in comportamentul fazelor monostraturilor de
AS. Cu toate acestea, incrementul presiunii de colaps (aprox. 11,7mN/m) datorat DFO
(prezent in volumul subfazei apoase la o concentratie cu trei ordine de marime mai mica
decat pentru P) este aproape dublu decat pentru P (aprox. 5,9 mN/m). Stabilitatea
crescutd a monostraturilor de AS in prezenta DFO reflectd interactiuni specifice
lor de a forma complecsi superficiali stabili cu moleculele de AS [34] prin legaturi de
hidrogen. Moleculele de AS si DFO formeaza o retea mult mai ordonatd de legdturi de
hidrogen in monostrat in comparatie cu monostraturile mixte de AS si P.

3.2. Izoterme ale filmelor de dipalmitoil fosfatidilcolina

Izotermele de compresiune ale monostratului de DPPC pur, etalate la interfata
aer/apa sunt date in fig. 3.2.4, curba 1. La presiunea superficiala de aproximativ 8
mN/m, monostratul de DPPC prezinta o faza de tranzitie bidimensionala [42], de la LE
la LC, avand loc o schimbare brusca de pantd, vizibild pe izoterma (curba 1, fig. 3.2.4).
La aceasta tranzitie de faza principald, coexistd doua faze (LE si LC) in monostratul de

DPPC pur.
0 [ =
ST ;/\‘ Portiunea liniara de la presiuni

superficiale ridicate corespunde starii de
LC urmatd de un lichid intermediar ce
corespunde unor presiuni superficiale
intermediare (intre 8 si 20 mN/m) si apoi
o stare de LE sub 8mN/m [59]. In
prezenta medicamentelor ca;
deferoxamina (10"6mol dm?; curba 2,
fig.3.2.4) sau procaina (10° mol dm™;
curba 3, fig.3.2.4) izotermele de
compresiune ale filmelor de DPPC cu
medicamente (curbele 2 si 3) se muta la
arii mai mari de DPPC aratand efectul de
expandare al medicamentelor asupra
monostraturilor de DPPC.

:I ILR\-A;
T
A, A® Imolecule

Fig.3.2.4. Izotermele de compresiune la interfata
aer/apa a monostratului pur de DPPC (curba 1) si
pentru monostratul de DPPC in prezenta DFO (10
®mol/dm’, curba 2) in fazi apoasi si a P (10"
*mol/dm’, curba 3) la 20°C. Liniile punctate indici
ariile moleculare limitd (A,) pentru DPPC in stare
de LC. Sagetile de la presiunile superficiale ridicate
indica colapsul incipient.



Proprietatile superficiale ale monostraturilor de DPPC au fost determinate din
izotermele de compresiune si sunt date in tabelul 3.4.2. De exemplu, A, este aria
moleculard limita pentru starea de LC ale monostraturilor de DPPC in absenta sau in
prezenta medicamentelor. Valorile Ay se obtin prin extrapolarea portiunilor liniare ale
izotermelor la m = 0 (Fig. 3.2.4). Compararea valorilor Ay (tabel 3.4.2) evidentiaza
efectul de expansiune al medicamentului asupra monostratului condensat de DPPC.

Tabel 3.4.2. Caracteristicile superficiale ale monostraturilor de DPPC 1n absenta si in prezenta P
(107 mol dm™) sau DFO (10° mol dm?). Valorile ariei medii (Ao, si A.) sunt date in
A?/moleculd de DPPC. Valorile . corespund colapsului monostratului.

Monostrat Ao (AY) A (A% 7. (mN/m)
incipient (avansat)
DPPC 54 42 55 -
DPPC si DFO 69 42 59 (70)
DPPC si P 78 42 63 (70)

Valorile ariei moleculare la colaps (A.) sunt constante, dupad cum se vede in
tabelul 3.4.2, fapt ce evidentiazd expulzarea medicamentelor din monostrat la
apropierea de presiunea de colaps incipient.

Cresterea stabilitatii monostraturilor de DPPC in prezenta P sau DFO reflecta
interactiuni specifice puternice intre acesti biocompusi, datoritd capacitatii acestora de a
forma asociate supramoleculare stabile prin legaturi de hidrogen si interactiuni
electrostatice [90,139,221].

3.3. Izoterme ale filmelor de dimiristoil fosfatidilcolina si colesterol

Comportamentul de faza al monostraturilor de DMPC si CHOL la interfata
aer/apd au fost studiate prin masuritori ale presiunii superficiale si ale potentialului
superficial cu ajutorul tehnicii Langmuir. Acesti doi biocompusi au fost studiati atat in
stare pura cat si in amestecul DMPC:CHOL (4:1) pentru o fractie bine stabilita de 0,8 a
DMPC.

Figura 3.3.3 prezintd izotermele DMPC (curba 1), CHOL (curba 2) si amestecul
DMPC:CHOL in raportul molar ales, de 4:1 (curba 3). Ca si comportament general, se
poate observa ca monostratul de DMPC devine mai condensat in prezenta CHOL. Acest
comportament este ilustrat in tabelul 3.3.1, unde aria moleculara pentru monostratul
strans Tmpachetat (extrapolata la presiune egala cu zero), notatd A, descreste puternic in
prezenta CHOL. Aspectul general al izotermei pentru amestec (curba 3) este similar cu
izoterma DMPC (curba 1) mai ales la presiuni superficiale scazute. Presiunea de colaps
pentru amestecul DMPC:CHOL este mai mare (53 mN/m) comparativ cu presiunca de
colaps pentru filmele pure, DMPC (50 mN/m) respectiv CHOL (45 mN/m) (tabel 3.3.1).

Tabel 3.3.1. Caracteristicile superficiale ale urmatoarelor monostraturi: DMPC, CHOL si

amestecului DMPC:CHOL (4:1) la interfata aer/apa.
Monostrat Stare Ay, A, Tes c', Anvs AV,
A’/molec. | A*/molec. | mN/m | mN/m | A*molec | mV

DMPC Lichid 90 +2 53+2 50£2 87 19015 | 450+10
expandat

CHOL Solid 40 +1 39+2 45+1 1074 5745 340+10
condensat

DMPC:CHOL Lichid 48 +1 3742 53+ 1 186 88+3 470+ 5

4:1) condensat
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Fig. 3.3.3. Izotermele de compresiune, presiune superficiala (r) in functie de aria
medie moleculard (A), la interfata aer/apa pentru urmaitoarele monostraturi
Langmuir: DMPC (curba 1), CHOL (2) si amestecul DMPC:CHOL cu o fractie
molard a DMPC de 0,8 (3). Subfaza apoasi cu pH 5,6 la 20° C.
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Fig. 3.3.4. Potentialul superficial (SP) in functie de aria moleculara medie (A) a
urmatoarelor ~ monostraturi: DMPC (curba 1); CHOL (2); amestecul
DMPC:CHOL cu o fractie molard a DMPC de 0,8 (3).

Rezultatele experimentale indica faptul cad monostratul de DMPC ramane in
stare lichida pana la presiunea de colaps (vezi valorile modulului de compresiune Cy”,
tabel 3.3.1). In cazul CHOL, monostratul pur al acestuia este in stare de solid cu o
compresibilitate laterala scazuta [43,96]. Dupa cum se asteapta de la sistemele mixte cu
stabilitate maritd, presiunea de colaps a amestecului DMPC:CHOL este mai mare decéat
presiunile de colaps a biocompusilor puri [151, 152].

Ariile moleculare (Ag si A., tabel 3.3.1) au fost determinate din izotermele din
fig. 3.3.3. Valorile A pentru amestecul DMPC cu CHOL la o fractie molard de 4:1
prezintd deviatii negative de la regula de aditivitate. Aceasta situatie este reprezentativa
pentru un interval mare de presiuni superficial moderate. Interesant este faptul ci aria
moleculara de colaps a monostratului mixt DMPC:CHOL (4:1) este apropiata de aria
de colaps a CHOL pur (tabel 3.3.1) [150]. Astfel, monostratul mixt strans impachetat
prezintd cea mai mare presiune de colaps inregistrata pentru acesti biocompusi, ceea ce
reprezintd o evidenta puternica a faptului cad ambii compusi sunt miscibili in structura
bidimensionala, care este termodinamic stabild. Stabilizarea monostratului mixt de
DMPC:CHOL (4:1) se datoreaza probabil interactiunilor asociative stabilite Intre acesti
biocompusi.



Aceste rezultate (fig. 3.3.3) sunt in concordantd cu masuratorile de potential
superficial (fig.3.3.4). Biomoleculele de CHOL sunt incorporate in monostratul de
DMPC si produc schimbiri ale potentialului superficial. In figura 3.3.4 se observi ci in
cazul amestecului DMPC:CHOL (curba 3) curba potentialului superficial este amplasata
intre curbele monostraturilor pure, similar cu rezultatele din fig. 3.3.3. Potentialul
superficial maxim atins este dat in tabelul 3.3.1.

In general, monostratul d¢ DMPC devine mai condensat in prezenta CHOL (fig.
3.3.3) si aria criticd corespunzatoare cresterii potentialului superficial (notatd Ay, data
in tabelul 3.3.1; pentru simplificare nu este aratata pe curbele din fig. 3.3.4) descreste
semnificativ in comparatie cu valoarea ariei critice a monostratului de DMPC pur.
Aceastd arie critica este legatd de structura monostratului mixt care duce la o scadere
semnificativd a constantei dielectrice efective la interfata aer/apa. Schimbarea
potentialului superficial al monostratului mixt datoritd incorporarii COL poate fi
atribuitd interactiunilor specifice dintre acesti biocompusi care sunt neutri la pH-ul de
lucru (5,6) in toate experimentele. Contributia COL incorporat in monostratul de DMPC
in termenii momentului de dipol pare a fi asociatd cu orientarea gruparilor polare a
ambilor componenti §i cu interactiunile specifice dintre ei In monostratul mixt de
DMPC:COL (4:1).

Stabilitatea crescutd a monostraturilor de DMPC in prezenta colesterolului
reflectd interactiuni specifice puternice intre acesti biocompusi, datorate abilitatii lor de
a forma asociatii supramoleculare auto-asamblate stabile mai ales prin legaturi de
hidrogen si interactiuni hidrofobe [201].

3.6. Modelarea interactiunilor in filmele de acizi grasi

S-au facut multe Incercari de desciere matematica a izotermelor de compresiune
ale monostraturilor solubile si insolubile la interfata aer/lichid [104-106]. Tehnicile de
regresie care folosesc abordarea matematica prin curbe empirice de modelare a
izotermelor, selecteaza modele empirice caracterizate de ecuatii particularizate obtinute
din ecuatii bidimensionale de tip van der Waals. Aceste metode furnizeaza parametri
care permit o descriere bund a izotermelor de compresiune, in special pentru presiuni
superficiale scazute care corespund monostraturilor aflate in stare de lichid expandat.
Parametri ecuatiei alese sunt modificati sistematic pentru a realiza o reproductibilitate
buni a izotermelor experimentale.

S-a efectuat un studiu comparativ al izotermelor de compresiune pentru
monostraturile de AO, AL si AS etalate la interfata aer/solutii apoase acide de pH 2 si o
testare a unei ecuatii de stare folosind metoda triplei minimizari.

Ecuatia de stare studiata s-a obtinut pe baza egalitatii potentialului chimic al apei
in subfaza de volum si In monostratul solutiei gruparilor cap-polare, presupunand ca
monostratul este o solutie obisnuitd sau molecule de surfactant (numai gruparile cap-
polare) in apa, folosind o expresie semiempirica pentru influenta lanturilor de
hidrocarbura ale surfactantului asupra presiunii superficiale interne. Ecuatia are
urmdtoarea forma:

1= < +k—Tlnx +&X2 =—m,+7 (3.6.12)
A3/2 Al 1 Al 2 0 h V.

In aceastd expresie,  este presiunea superficiali, A aria moleculara medie, A,
aria sectiunii transversale a moleculelor de apa in monostrat, m, presiunea superficiala
teoreticd pentru monostratul de surfantant etalat la interfata aer/apa si considerat ca
fiind realizat din solutia formata din gruparile cap-polare ale surfactantului dizolvate in
apa interfaciald; m =o/AY? reprezintd presiunea superficiald de coeziune datoratd
interactiunilor lanturilor hidrofobe (caracterizata de parametrul de interactiune o) in faza
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de aer a monostratului. Deoarece Tn monostratul expandat aceste interactiuni conduc la
atractii intermoleculare, o trebuie sa ia valori pozitive. Parametrul de interactiune i,
este definit prin relatia:

unde z este numarul de contacte al moleculelor din monostrat cu moleculele invecinate,
€11, €2 §1 €2 sunt energiile potentiale corespunzatoare interactiunilor apa/apa, grupare
polard/grupare polarda si apa/grupare polard din monostrat. Luand in considerare
structura moleculelor de apa si a gruparilor polare COOH este de asteptat ca P, sd ia
valori negative. In ecuatia (3.6.12), x; si x, sunt fractiile molare ale apei, respectiv a
grupdrilor cap-polare din solutia monostratului. A; este aria medie a sectiunilor
transversale ale moleculelor de apa din monostrat, k este constanta lui Boltzmann si T
temperatura absolutd. Fractia molara x,_poate fi calculata cu relatia:

X A
2 _A—A2+A1 (3.6.13)

unde A, este aria sectiunii transversale a grupdrii cap-polare; A; a fost aproximata la
A=(V*)/NA= 0,1 nm*/moleculd, iar V este volumul molar al apei in stare lichida si N
este constanta lui Avogadro.

Parametri ec. (3.6.12) obtinuti din izotermele de compresiune experimentale
pentru monostraturile de acizi grasi prin metoda triplei minimizari, sunt prezentati in
tabelul 3.6.1.

Tabel 3.6.1. Parametri ecuatiei de stare (3.6.12) obtinufi pentru acizii grasi
studiati ((r<7mN/m). A este deviatia standard ale valorilor experimentale 7 fatd de cele
teoretice.

Surfactant As, nm*/molec. ox 1030, B2 x 1020, A,
Nm? Nm mN/m
AO 0,225 7,714 -1,507 0,087
AL 0,265 6,932 -1,150 0,073
AS 0,207 2,593 +0,513 0,150

Inspectia tabelului 3.6.1 aratd céd ec. (3.6.12) descrie foarte bine izotermele de
compresiune, mai ales pentru acizii gragi nesaturati; pentru acestia deviatia standard A
este mai micd decat erorile masuratorilor experimentale. Valorile A, obtinute par a fi
reale si caracterizeaza intr-adevar gruparile carboxilice. Cresterea A, in ordinea
AS<AO<AL nu este surprinzatoare, din moment ce, la o valoare datd m ariile
moleculare ale monostraturilor cresc in aceeasi ordine, semnaland o modificare a
conformatiei gruparilor cap-polare.

In ceea ce priveste valorile B, obtinute, acestea par rezonabile pentru AO si AL,
in ambele cazuri exprimand atractii puternice intre gruparea COOH si moleculele de
apa, chiar daca valorile numerice sunt putin diferite.

Valorile parametrului de interactiune o obtinute pentru AO si AL sunt de
asemenea acceptabile. Acestea evidentiazd interactiunile puternice intre lanturile de
hidrocarbura, interactiuni care sunt mai puternice la AO, comparativ cu AL, in
concordanta cu presiunea de colaps mai mare a primului fatd de ultimul.

Toate aceste rezultate aratd cd ecuatia (3.6.12) oferd o descriere bund a
izotermelor 7 versus A ale AO si AL pana la m = 7 mN/m, (fig. 3.6.4) valorile A,, a, P12
avand valori rezonabile.
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Fig.3.6.4. Perechile experimentale n-A (pentru AO); mwl-Al(pentru AL); m2-
A2(pentru AS) si curbele teoretice calculate cu ec.3.6.12 si parametrii din
tabelul 3.6.1.

In cazul AS descrierea izotermei nu este bund, A depiseste erorile experimetale
si desi valoarea A, este acceptabild, parametrii de interactiune obtfinufi nu sunt
plauzibili.

Putem concluziona cd ec. (3.6.12) este o ecuatie de stare potrivitd pentru
monostraturile de acizi grasi aflati in stare de lichid expandat si nu poate fi aplicata
monostraturilor de lichid condensat ale acizilor grasi saturati [107].

4. Modele matematice teoretice. Structuri orientate (biomembrane)
4.2. Modelarea izotermelor de compresiune cu functii spline cubice extinse

Obiectivul acestui capitol este de a realiza o analizd numerica a izotermelor de
compresiune ale acizilor grasi folosind datele experimentale, arie moleculara (A) versus
presiune superficiald (n) ale filmelor de AL, AO si AS. Metoda matematica consta in
folosirea functiilor spline cubice extinse si metoda celor mai mici patrate. Aceasta
metoda foloseste interpolarea cu functii spline, construind curbele experimentale dintr-o
serie de segmente unite astfel incat sd formeze o curba neteda, completa, care sa treaca
prin punctele experimentale [ 180-182, 188].

Programul MATHCAD 13 a fost folosit pentru a dezvolta un calcul iterativ de
aproximare cu metoda celor mai mici patrate, al polinoamelor cubice clasa C',
polinoame continui impreuna cu derivata lor de ordinul intdi, numite §i polinoame
cubice extinse (ECS). Acest program a fost folosit pentru a modela izotermele de
compresiune ale acizilor grasi si pentru a calcula coeficientii de compresibilitate (Cs) ai
monostraturilor cu o precizie considerabild, din momentul etaldrii pana la colapsul
monostratului.

Se stie ca tranzitia de faza poate fi evidentiatd cu ajutorul valorilor coeficientilor
de compresibilitate [13, 189-191], care descriu stirile de agregare din filmul
monomolecular, avind valori mari pentru monostratul expandat. Pentru determinarea
transformdrilor de fazd se foloseste criteriul lui Ehrenfest [195], care spune cid o
schimbare de faza este de ordinul m daca derivata partiala de acelasi ordin a energiei
libere Gibbs (G) in raport cu una din variabilele sale prezintd discontinuitate la o
temperatura datd in timp ce derivatele de ordin mai mic sunt continui.
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Derivata de ordinul intdi a functiei G 1n raport cu @ , presupunand cd toate
celelalte variabile de stare sunt constante ( si anume, temperatura absolutd T si
presiunea externa p) este data de:

oG
=] =A
[ . l,p 4.2.11)

unde A este aria moleculara in monostrat a surfactantului ales. Astfel, o discontinuitate
a valorilor ariei la presiune superficiala constantd caracterizeaza o tranzitie de faza de
ordinul intdi. Considerand mai departe, urmatoarele relatii:

(aAj (oG
~— | = 2 (4.2.12)
on p on T
si
1 (0A
C, = _X[EJ (4.1.1)
T.p

putem spune ca o discontinuitate a valorilor Cs (exprimat in m/mN), poate fi considerata
ca discontinuitate a derivatei de ordinul II a functiei G in raport cu @, cind A este
functie continua.

Rezultatele programului de calcul iterativ care modeleaza izotermele de
compresiune si calculeaza coeficientii de compresibilitate superficiala pentru acizii grasi
cu ajutorul functiilor ECS si metoda celor mai mici patrate sunt ilustrate in fig. 4.2.7-
4.2.12.

w
=
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23
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Fig. 4.2.7. Graficul experimental A versus w si al ECS (s1-s3) calculate pentru AO, a doua iteratie.
Ariile moleculare sunt date in A*/molecule.
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Fig. 4.2.9. Graficul experimental A versus 7 si al ECS (s1-s5) calculate pentru AL, a patra iteratie.
Ariile moleculare sunt date in A*/molecul.

30

csix10°

Cs2x10” :
cs3x10°
cs4 x10°

)

Lis 1 1 1 1 1
0 bl 10 13 20 25 30
T .mN/m

ECS pentru AL.

13



-

E‘»"|¥.|a|r:|

o 3 10 13 20 25 30 33 40 43
. mN/m

Fig. 4.2.11. Graficul experimental A versus © si al ECS (s1-s4) calculate pentru AS, a treia iteratie.
Ariile moleculare sunt date in A%/molecul.
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ECS pentru AS.

Dupa cum se observa din fig. 4.2.7, 4.2.9 si 4.2.11 functiile spline cubice extinse
calculate cu metoda celor mai mici patrate formeaza o curba neteda care trece prin toate
punctele experimentale ale izotermelor acizilor grasi.

Compresibilitatea superficiald calculata prin derivarea ECS are valori plauzibile
si apropiate de cele calculate din izotermele de compresiune experimentale pentru acizii
grasi studiati (fig. 4.2.8, 4.2.10 51 4.2.12).

Cum se observa in fig. 4.2.12, la presiunea superficiald laterala de 26 mN/m a
monostratului de AS apare o discontinuitate a derivatei de ordinul intai a functiilor
ECS, fapt ce evidentiaza o tranzitie de fazad de ordinul Il de la LC la S a filmului de AS,
rezultatele obtinute fiind in concordanta cu cele din literatura [107, 188-191].
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5. Membrane (filme) Langmuir-Blodgett.
Observatii de microscopie de forta atomica.

Microscopul de fortd atomicad (AFM) este o tehnicd noud folositd pentru
vizualizarea cu rezolutie maritd a nanostructurii suprafetelor si este folosit pentru
detectarea diferitelor faze existente in monostraturi, pentru investigarea structurii si
analiza marimii agregatelor supramoleculare [33, 34, 36, 92, 135-136]. Principiul de
functionare al AFM se bazeazd pe masurarea fortelor care actioneaza intre varful
analizor (numit #jp) atasat unui cantilever si filmul LB, denumit proba LB. Este
important de mentionat cd in modul de operare cu contact intermitent tehnica AFM
prezintd un avantaj specific prin faptul ca varful analizor nu atinge proba LB si in
consecinta suprafata probei nu este distrusd. Mai mult, nu au loc reactii chimice locale
produse de interactiunea varfului analizor §i atomii de pe suprafata filmului LB.
Sensibilitatea masuratorilor AFM este foarte mare, obtinandu-se informatii precise la
nivel molecular despre morfologia suprafetei.

5.2. Efectele subfazei asupra filmelor Langmuir-Blodgett formate din lipide
5.2.1. Influenta procainei

Cercetarea morfologiei suprafetei si structura domeniilor probelor LB de AS si
DPPC 1n prezenta P a fost realizatd prin modul de contact intermitent AFM cu ajutorul
unui scanner de 90 x 90 (x-y) pum si varfuri analizoare conice non-contact din nitrura de
siliciu acoperita cu aluminiu. Véarful analizor este atagat unui cantilever cu frecventa de
rezonanta cuprinsa intre 200 — 300 Hz si constanta de elasticitate de 17,5 N/m.

S-a studiat influenta presiunii superficiale asupra morfologiei filmelor LB de AS
si DPPC 1in prezenta P (10'3M) (fig. 5.2.2 51 5.2.9) [48, 49].

Imaginile AFM ale filmelor mixte de AS cu P prezintd asocierea acestora in
cateva particule agregate la colapsul avansat al filmului mixt. Procaina duce la formarea
unei faze omogene in filmul LB mixt, in special la presiuni superficiale mari.

Imaginile AFM ale filmului de DPPC cu P indicd o neomogenitate a acestuia la
presiuni superficiale scazute, care este plauzibild dacd se tine seama de lungimile
moleculare diferite ale celor doua molecule, DPPC si P si de orientarea acestora la
presiuni scazute (fig. 5.2.9) [15, 17, 42]. Odata cu cresterea presiunilor superficiale,
imaginile AFM indica o coeziune ridicatd intre molecule, constatare care se reflecta si
in profilele imaginilor topografice.

Prin urmare, este evidentiata persistenta domeniilor LC ale monostratului pana la
presiuni superficiale mari, corespunzitoare colapsului avansat, in filmele mixte de
DPPC cu P. Miarimea domeniilor este de pana la 1,5 um si corespunde agregatelor
supramoleculare, formate probabil din molecule orientate de DPPC si P prin legaturi de
hidrogen si interactiuni electrostatice [60].

In concluzie, P stabilizeazi filmele de AS si DPPC depuse LB la presiuni
superficiale ridicate. Distributia medicamentului in membrana lipidica este importanta
pentru a intelege mai bine mecanismul anesteziei.
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Fig.5.2.2. Imagini AFM topografice (A) si de faza (B) ale filmelor LB de AS

transferat pe sticla la colaps avansat (presiunea superficiald laterala de 50,9 mN/m) in
prezenta P (10 mol/dm®) in subfaza apoasi. Imaginea C —profilul sectiunii transversale;
a - de-a lungul sagetii a ; b - de-a lungul sagetii b din Fig.5.2.2A.
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Fig. 5.2.9. Imagini AFM topografice (A), de faza (B) si profilul sectiunii transversale (C) de-a
lungul liniei din imaginea A pentru filmul mixt de DPPC si P transferat vertical la colaps

avansat (la presiunea superficiala laterala de 70 mN/m).
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5.2.2. Influenta deferoxaminei

Morfologia filmului de AS in prezenta DFO prezintd o structurd omogena la
presiuni superficiale scazute. Structura suprafetei probelor LB la colaps avansat este
dominatd de agregate neregulate constind din striatii mari bine-impachetate, formate
probabil din complecsi de AS si DFO agregati puternic datoritd interactiunilor
electrostatice si legaturi de hidrogen, rezultand particule mari cu structura de tristrat, cu
o marime medie de 1,5 pm si inal{imi cuprinse intre 3,0 si 3,4 nm (fig. 5.2.13) [49, 60,
137].
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0.0 pm 2.5um 5.0um 7.5um 10.0um

Fig. 5.2.13. Imagini AFM topografice (A), de fazd (B) si profilul sectiunii
transversale (C) de-a lungul liniei din imaginea A, pentru filmele mixte LB de
AS si DFO (10° mol/dm®) in subfaza apoasi, transferate pe sticld la colaps
avansat ( la presiunea superficiala laterala de 56,7 mN/m).

Stabilitatea ridicata a domeniilor condensate extinse (cu o latime de pana la 2,5
um) identificate in filmele mixte de DPPC cu DFO la colaps avansat, indica faptul ca
moleculele flexibile de DFO se orienteaza diferit fatd de moleculele de DPPC si
probabil se asaza orizontal sub monostratul de DPPC. Aceasta orientare interfaciald da
posibilitate formarii de asociate moleculare auto-asamblate si astfel domeniile
condensate de monostrat devin mai stabile (fig. 5.2.16).

Pe baza diferitelor morfologii observate cu AFM, atit formarea de auto-
asamblate supramoleculare §i agregate, cat si procesul lor de aliniere sunt rezultatul a
mai multor tipuri de interactiuni. Acestea pot include interactiuni intre substrat si
moleculele formatoare de film. Efectul colectiv al acestor interactiuni poate conduce la
formarea si alinierea diferitor structuri ordonate, care au un rol fiziologic in vivo.
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Fig. 5.2.16. Imagini AFM topografice (A), de faza (B) si profilul sectiunii transversale
(C) de-a lungul liniei din imaginea A, pentru filmele mixte LB de DPPC si DFO (10
mol/dm®) in subfaza apoasi, transferate vertical la colaps avansat (la presiunea
superficiald laterala de 70 mN/m).

Studiile efectuate au aratat o stabilitate pe termen lung a filmelor LB transferate
pe diferite suporturi solide din monostraturi Langmuir la interfata aer/solutie apoasa,
fapt ce se observa si in imaginile AFM ale acestor filme efectuate la cateva zile dupa
transfer gi repetate dupa céteva luni pana la un an. Stabilitatea ridicatd a monostraturilor
Langmuir si Langmuir-Blodgett ale acestor compusi poate fi utila si cu aplicabilitate in
diferite domenii cum ar fi; medicind, farmacie si biologie [25, 48, 49, 60, 137, 198].

5.5. Membrane lipidice monostrat formate din dimiristoil fosfatidilcolina si
colesterol

Tehnica AFM asociatd cu tehnica Langmuir-Blodgett oferd informatii valoroase
despre nanostructura bidimensionald ale monostraturilor pure de DMPC si CHOL,
precum si despre amestecul binar DMPC cu CHOL. S-au obtinut imagini AFM ale
filmelor LB transferate pe micd la doua presiuni superficiale laterale, de 10 mN/m,
respectiv de 20 mN/m. Imaginile AFM cu rezolutie mare ale amestecului DMPC:CHOL
(4:1) indica faptul ca filmele mixte sunt omogene la ambele presiuni superficiale si au o

18



rugozitate scazuta [146, 147]. Schimbarile nanostructurii filmului de DMPC in prezenta
CHOL sunt o consecintd a modificarilor structurale cauzate de incorporarea moleculelor
de colesterol in monostratul de DMPC (fig. 5.5.2).

500 x 500 x 143 nm

(la) (1c) (1d)

0940 nm
= 0840 nm
20740 nm
T 0640 nm
0540 nm . . . . . :
100 0nm 2000nm 300 0nm 400.0nm 500 0nm
Lateral dist.

1b

Fig.5.5.2. Imaginile AFM ale monostraturilor mixte DMPC:CHOL (4:1), transferate vertical pe
mici la presiunea superficiala constantd de 20 mN/m, la o arie scanata de: 500 x 500 nm®. (1a)
imagine topografica bidimensionald; (1b) profilul sectiunii transversate de-a lungul sagetii din
imaginea); (1c) imagine de fazd; (1d) imagine topografica tridimensionala.

Aceste studii aratd ca interactiunile puternice dintre DMPC si CHOL duc la
formarea unei nanostructuri bidimensionale bine definitd, cu o rugozitate scazutd ce
poate avea aplicabilitate practica in fabricarea biosenzorilor. De asemenea, aceste tipuri
de nanostructuri se pot forma in membranele naturale influentdnd distribuirea
proteinelor si functiile proteinelor in vivo [201].

5.6.3. Morfologia membranelor de colagen in prezenta
medicamentelor anticancer

Colagenul de tip I este o proteind fibrilarda din matricea extracelulard si din
tesutul conjunctiv [215]. Proteina are o masa moleculara de 300 kg/mol, lungimea de
aproximativ 300nm si diametrul in jur de 1,5 nm, existand din abundentd in oase,
cartilagii, ligamente, tendoane si piele [217]. Structural, este formatd din trei lanturi,
rasucite astfel Incat sa formeze o structura elicoidald semi-rigidd, asa numitul monomer.
Contine regiuni recunoscute specific de receptorii de la suprafata celulei fiind implicat
in procesele de biorecunoastere.

Din punct de vedere chimic, fiecare lant este format din secvente repetitive de
amino-acid glicind —X —Y, unde pozitiile X si Y pot fi ocupate de orice amino-acid; in
pozitia X aflandu-se frecvent prolina iar in pozitia Y, hidroxiprolina.

La asamblarea monomerilor de colagen se formeaza benzi caracteristice cu o
periodicitate de 67 nm (retea de benzi D) de-a lungul fibrei. Asociatiile liniare (capat cu
capat) si cele laterale (marginile structurii) duc la formarea de microfibre care se pot
asambla 1n structuri fibrilare extinse, in final formandu-se fibre [203].
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Asociatele supramoleculare de colagen joacd un rol important in consolidarea
mecanica a tesuturilor, in proliferarea, migrarea si traducerea semnalului celulelor
adiacente.

Studiile filmelor de colagen cu medicamentele anti-cancer: FLU, DOX si ALP
confirma formarea de asociate supramoleculare in aceste filme si asamblarea in filme
nanostructurate depuse pe sticld (fig. 5.6.10-5.6.12). Organizarea supramoleculard a
moleculelor de colagen aratd cd medicamentele anti-cancer se leagd puternic de
fragmentele de colagen. Consideram ca legarea medicamentelor anti-cancer de colagen
are loc prin recunoagterea moleculard a zonelor mai putin ordonate din colagen,
denumite telopeptide, in consecintd tratarea COL cu medicamente anti-cancer duce la
formarea unei retele mixte ordonate. Evident, este esentiald formarea de legaturi de
hidrogen intre medicamentele anti-cancer si matricea de COL pentru a stabiliza retelele
mixte observate in imaginile AFM.

120 .0nm 240 0nm G0 Onm
Lateral Distanee

D

Fig 5.6.10. Film de colagen cu 5-fluorouracil pe sticla: A) imagine topograficd 2D; B)
imagine de fazd; C) imagine topografica 3D; D) profilul sectiunii transversale de-a lungul
sagetii din fig. 5.6.10A. Aria scanati de 1 x 1 um”.
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Fig.5.6.11. Film de colagen cu doxorubicind pe sticld: A) imagine topografica 2D; B)
imagine de faza; C) imagine topografica 3D; D) profilul sectiunii transversale de-a lungul
sagetii din fig. 5.6.11A. Aria scanati de 1 x 1 pm”.
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Fig.5.6.12. Film de colagen cu acid lipoic pe sticla: A) imagine topografica 2D; B) imagine
de fazd; C) imagine topografica 3D; D) profilul sectiunii transversale de-a lungul sagetii din
fig. 5.6.12A. Aria scanati de 1 x 1 um’.

Organizarea proteinelor la suprafatd este importantd cu aplicatii practice diverse
care includ; biocompatibilitatea inplanturilor, adeziunea si cresterea celulard, precum si
designul biomaterialelor. Asemenea aplicatii necesitd obtinerea unei morfologii
controlate a straturilor uscate de biomolecule auto-asamblate pe diferite suprafete, mai
ales in cazul fabricarii de biosenzori, fapt pentru care distributie proteinelor poate
influenta traducerea semnalului [211] si raspunsul celular [202, 211, 212].

6. Membrane biologice. Observatii AFM asupra eritrocitelor

Imaginile morfologice AFM ale celulei eritrocitare evidentiazd forma concava
cu aspect de ,,gogoasd” a acestei, cu un diametru de aproximativ 8 pm si o concavitate
de 0,14 pm (fig. 6.1.8). nanostructura normald a eritrocitelor umane este formatd din
granule sau particule strans Tmpachetate cu un diametru de aproximativ 22 nm
distribuite uniform pe suprafata (Fig. 6.1.19).
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Fig. 6.1.18. Imaginile AFM ale eritrocitei, proba cu sange pur: a) imagine topografica
bidimensionald; b) imagine topograficd tridimensionald; ¢) profilul sectiunii transversale de-a
lungul sagetii din imaginea (a). Aria scanatd: 10 um x 10 pm.
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Fig. 6.1.19. Imaginile AFM ale suprafetei membranei eritrocitare, proba cu sange pur: a)
imagine topografica bidimensionald; b) imagine topografica tridimensionald; c) profilul sectiunii
transversale de-a lungul sdgetii din imaginea (a). Aria scanata: 0,5 um x 0,5 um.

Granulele corespund probabil membranei lipidice bine impachetate in partea

lipidica a suprafetei membranei eritrocitare, aceastd structurd regasindu-se in
nanostructura lipidelor monostrat, studiate ca model de membrana [214, 259].

6.2. Observatii AFM ale eritrocitelor tratate cu procaina

Efectul procainei asupra eritrocitelor umane a fost investigat cu AFM la trei
concentratii ale procainei (vezi tabel 6.2.1). Schimbarile morfologiei suprafetei
membranei eritrocitare furnizeaza informatii directe privind efectul procainei la scard
micro- i nanometricd asupra membranei celulare. Schimbarile morfologiei suprafetei
eritrocitei pot fi evidentiate de marirea suprafetei granulelor datoritd agregari
particulelor membranare de pe suprafata celulei, iar formarea de domenii structurate
poate fi datorata cresterii concentratiei de procaina (fig. 6.2.7, 6.2.8).

Tabel 6.2.1. Mirimea celulei eritrocitare, adincimea concavitatii, diametrul
granulelor, indltimea aparentd a diferitor domenii, rugozitatea (RMS) ariilor scanate si a
profilului sectiunilor transversale prin membrana eritrocitara pentru sange amestecat cu diferite

concentratii de procaina.

conc. Aria Marimea | Adancimea | Granule RMS RMS
Procaina, scanata , celulei, concavit. , nm Ariile Profilul
M pm’ um nm scanate, | sectiunii,
nm nm
10x 10 8 140 - 167 81,0
5x 107 1 x1 - - 24 1.0 0,4
0,5x0,5 - - 22 0.6 0,3
10x 10 8,3 240 - 175 108
5x 107 1x1 - - 40 3,0 0,6
0,5x0,5 - - 40 2,53 0,6
10 x 10 8,5 766 - 256 267
5x10* 105x05 - - 80 9,0 2
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Fig. 6.2.7. Imagini AFM ale membranei eritrocitare in prezenta P 5x10*M. a) imagine
topograficd bidimensionald; b) imagine topografica tridimensionald; c¢) profilul sectiunii
transversale de-a lungul sigetii din imaginea (a). Aria scanati: 10 x10 pm”.
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Fig. 6.2.8. Imagini AFM ale membranei eritrocitare in prezenta P 5x10™M. a) imagine

topograficd bidimensionald; b) imagine topograficd tridimensionala; c¢) profilul sectiunii
transversale de-a lungul sigetii din imaginea (a). Aria scanati: 0,5 x 0,5 um?.
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Efectul procainei asupra membranei eritrocitare poate fi observat prin cresterea
stabilitatii suprafetei membranei datoritd interactiunilor specifice dintre moleculele de
procaind si componentele membranei. Efectul procainei asupra membranei celulare
poate juca un rol important In anestezie si in functionalitatea sa ca stimulant al
sistemului nervos.

6.3. Observatii AFM ale eritrocitelor tratate cu deferoxamina

Examinarea imaginilor AFM ale eritrocitelor umane in prezenta DFO la
concentratii diferite explica efectul medicamentului asupra membranei celulare (tabel
6.3.1). Structura domeniilor si porilor formati prin cresterea concentratiilor de DFO pot
fi explicate prin agregarea la suprafatd si chiar perforarea membranei eritrocitare
ajungandu-se la interactiuni intre DFO cu proteinele din citoscheletul membranei (fig.
6.3.11, 6.3.14).

Mecanismul de formare a domeniilor si porilor sau procesele de perforare induse
de DFO 1n concentratii ridicate se datoreaza interactiunilor specifice dintre medicament
si lipidele membranare.

Posibilitatea interactiunii directe a DFO cu proteinele membranare poate duce la
la schimbdri majore ale membranei eritrocitare in prezenta medicamentului in
concentratie ridicata.

Mecanismul molecular al interactiunii medicamentului cu membrana celulara si
fenomenele interfaciale care au loc la nivel celular, desi au fost intens studiate, nu sunt
pe deplin elucidate. Ca prim pas in explicarea actiunii medicamentelor, se presupune ca
acestea modificd structura membranei lipidice si astfel, pot schimba proprietatile
biologice ale membranei.

Efectul concentratiei medicamentului asupra caracteristicilor structurale si
topografice ale membranei eritrocitare au fost analizate cu AFM [259]. Deoarece DFO
formeaza un complex stabil cu fierul (III), acesta se foloseste clinic pentru indepartarea
excesului de fier din sange si tesuturi, pentru tratarea otravirii acute cu fier [264],
precum si in cazurile de otravire cu aluminiu asociate cu boli renale cronice [265].

Tabelul 6.3.1. Marimea celulei eritrocitare, adancimea concavitatii, diametrul granulelor,
inalfimea aparentd a diferitor domenii, rugozitatea (RMS) ariilor scanate §i a profilului
sectiunilor transversale prin membrana eritrocitara pentru singe amestecat cu diferite
concentratii de DFO.

Concentratia Ariile scanate, Mairime Adancime Granule, RMS RMS,
medicament umz celula, concavit., nm Ariile Profilul
M) pum nm scanate, sectiuni,

nm nm

DFO: 10 x 10 7,7 180 - 170 102
5x 107 0,5 x 0,5 - - 30 2 0,6
10x 10 8,4 130 - 194 128

DFO: 5x5 - - - 111 106
5x10° 2,5x2,5 - - 40-50 37,7 1,56
1x1 - - 40-50 5,16 1,25

0,5x0,5 - - 55-60 1,41 1,19

DFO: 10 x 10 8 300 - 265 161
5x 107 0,5 x 0,5 - - 50 1 1
DFO: 15 x 15 - - 680 32 32
5x10° 10x 10 - - 600 33 20
5x5 - - 400 25 10

5x5 - - 400 18 16

2,5x2,5 - - 230 14 8
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Fig.6.3.11. Imagini AFM ale membranei eritrocitare in prezenta DFO 5x10”°M. a) imagine

topograficd bidimensionald; b) imagine topograficd tridimensionald; c) profilul sectiunii
transversale de-a lungul sigetii din imaginea (a). Aria scanati: 10 x 10 pm?.
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Fig.6.3.14. Imagini AFM ale membranei eritrocitare in prezenta DFO 5x10°M. a) imagine

topografica bidimensionala; b) imagine topograficd tridimensionald; c¢) profilul sectiunii
transversale de-a lungul sagetii din imaginea (a). Aria scanata: 2,5 x 2,5 um’.

In concluzie, concentratiile medicamentelor sunt importante iar cu ajutorul AFM
putem sa vizualizdm

efectele medicamentelor asupra membranei eritrocitare i
posibilele implicatii in tratamentul medical.
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7. Concluzii

Am studiat comportamentul membranelor lipidice si a biomembranelor in
interactiune cu unii compusi chimici (anestezice, medicamente anticancer, §.a.) pentru a
intelege mecanismul metabolizarii medicamentelor.

Am studiat filmele monomoleculare de acizi grasi adsorbite (Gibbs) sau etalate
(Langmuir) la interfatd fluidd, ca un prim model care sa reproducd si sa modeleze
interactiunile care au loc la nivelul membranei celulare.

a) Studiul dinamicii de adsorbtie a solutiilor benzenice de acid stearic si a solutiilor
apoase de dibucaind si tetracaind la interfata benzen/apa, a condus la obtinerea
urmatoarelor rezultate:

0 Obtinerea unei noi ecuatii cinetice controlatd de difuziune, bazata pe ecuatia de
difuziune a lui Ward si Tordai asociata cu ecuatia de stare bidimensionala de tip
van der Waals care descrie foarte bine dinamica de adsorbtie;

0 Coeficientii de difuziune, concentratiile subsuprafetei si  parametri de
interactiune o, ai moleculelor de biosurfactant, calculati cu noua ecuatic au
valori apropiate de valorile obtinute experimental pentru compusi chimici
similari.

b) Studiul filmelor Langmuir de acid stearic etalat pe subfazd apoasda cu pH 2 si
influenta medicamentelor adaugate in subfaza apoasa a condus la:

0 Caracterizarea izotermei de compresiune a filmului monomolecular de acid
stearic pur prin evidentierea fazelor caracteristice si a mecanismului de colaps.

0 Studierea efectelor subfazei asupra filmului de AS in prezenta P si DFO. S-a
constat o crestere a stabilitatii filmelor Langmuir de acid gras in prezenta
medicamentelor, evidentiatd prin cresterea presiunii de colaps a acestora si
mutarea izotermelor de compresiune ale AS cu medicamente la arii moleculare
mai mari. In concluzie, in prezenta medicamentelor are loc o expansiune a
monostratului.

Modelarea matematica a izotermelor de compresiune din filmele de acizi grasi, a
fost efectuata prin trei metode:

1. Ecuatii de stare.

2. Interpolarea cu functii spline a izotermelor de compresiune.

3. Modelarea izotermelor de compresiune cu functii spline cubice extinse.

Modelarile matematice au dus la obtinerea unui program de calcul flexibil si rapid
care poate fi folosit pentru reproducerea fideld a izotermelor de compresiune pentru
diferiti biocompusi pentru care existd date experimentale putine, obtindndu-se in final
caracterisiticele superficiale ale acestor filme.

Am studiat filme etalate de fosfolipide (DPPC, DMPC) pure sau in amestec cu
anumiti compusi chimici (medicamente, colesterol) constatdnd urmatoarele:

O Presiunea de colaps creste in cazul filmelor cu medicamente valoarea cea mai
mare fiind pentru filmul DPPC cu P.

O Ariile de colaps pentru toate filmele de lipida sunt aceleasi si independente de
prezenta medicamentelor in film. Aceasta inseamnd cd medicamentele sunt
expulzate din monostrat cand acesta se apropie de colaps.

0 Monostratul de DMPC devine mai condensat in prezenta CHOL fapt evidentiat
prin compararea caracteristicilor superficiale ale monostraturilor pure de DMPC
si CHOL si a filmului mixte obtinute din izotermele de compresiune ale
acestora.

Am analizat comportamentul si morfologia filmelor subtiri transferate pe suport
solid prin tehnica Langmuir-Blodgett (LBT), cu ajutorul microscopiei de forta
atomica (AFM) observand ca:

0 Mecanismul de colaps propus in cazul acidului stearic este confirmat de
imaginile topografice, de faza si tridimensionale AFM.
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0 Filmele mixte de AS cu medicamente sunt mai stabile si mai omogene
decat filmele de AS pur.

0 Filmele de DPPC cu medicamente prezintd aceeasi stabilitate ca si filmele
de AS cu medicamente, fapt ce semnificd interactiuni puternice intre
acesti biocompusi prin legaturi de hidrogen, forte van der Waals si
interactiuni electrostatice.

0 Filmele mixte de DMPC cu CHOL prezintd structuri omogene cu o
rugozitate scazutd. Aceastd omogenitate a filmelor se datoreaza
interactiunilor dintre CHOL, care se incorporeaza in monostratul de
DMPC si méreste stabilitatea filmului mixt.

o0 Filmele LB de acizi grasi si lipide prezinta o stabilitate pe termen lung,
observata si din imaginile AFM 1inregistrate la cateva zile dupa transfer si
repetate dupa cateva luni pana la un an. Rezultatele obtinute ofera
informatii privind posibilele modurile de interactiune a medicamentelor
cu membrana celulara.

Am efectuat observatii AFM pe asociate supramoleculare de colagen si am
studiat morfologia membranelor de colagen in prezenta unor medicamente anti-cancer
(doxorubicina, 5- fluorouracilul si acidul lipoic) observand urmatoarele:

0 Organizarea supramolecularda a moleculelor de colagen in prezenta
medicamentelor anti-cancer este datorata fragmentelor de colagen.

0 Modul de interactiune al medicamentelor anticancer cu fibra de colagen
ofera informatii valoroase privind transportul tintit al medicamentelor
spre anumite tesuturi $i membrane ale corpului uman si capacitatea fibrei
de colagen de a elibera controlat aceste medicamente, optimizand efectul
acestora.

Am efectuat observatii AFM ale structurii membranei eritrocitare si a
modificarilor produse de tratarea acesteia cu procaina si deferoxamind ajungand la
urmatoarele concluzii:

o0 Diferite medicamente prezente in sange modificd structura suprafetei
membranei eritrocitelor influentdnd  interactiunile dintre lipidele si
proteinele ce intrd in componenta acesteia.

0 Scopul acestui studiu a fost stabilirea concentratiei optime de medicament
pentru a nu produce distrugerea celulelor eritrocitare si pentru a nu dauna
organismului uman.

Tematica tezei de doctorat este legatd de bioingineria filmelor subtiri. Strategia
de combinare a tehnicii Langmuir-Blodgett cu investigatiile AFM a facut posibila
analiza si modelarea interactiunilor unor compusi chimici asupra membranelor
lipidice si a biomembranelor.

In aceastd tezd, am studiat interactiunile a sapte compusi chimici cu membranele
lipidice si biomembranele. Am modelat interactiunile dintre acestia si membrane fie
prin modificarea concentratiilor compusilor chimici fie prin modificarea conditiilor
de depunere si transfer a filmelor lipidice in amestec cu compusii chimici studiati.
In sprijinul constatirilor efectuate, am ilustrat modelarea interactiunilor dintre
biocompusii studiati si membranele biologice, precum si comportamentul
membranelor lipidice pure si structura biomembranelor, cu imagini topografice, de
faza, tridimesionale si sectiuni transversale ale imaginilor topografice AFM.
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