Elektrotehnika v medic
ji

In biolog

V prispevku predstavijamo
raziskovalno dejavnost Labora-
lorija za bhiokibernetiko na
Fakulteti za elektrotehniko
Univerze v Ljubljani. Med ve¢
podrodji, na katera segajo
nase raziskave, se bomo tukaj
osredoto€ili na tisto, ki je
trenutno najaktualnejse. To je
elektroporacija celicne mem-
brane (plazmaleme), s katero
tako v in vitro kot v in vivo
pogojih omogocimo vnos
molekul, ki drugaée ne morejo
vstopiti v bioloSko celico zaradi
selektivne prepustnosti njene
membrane. Elekiroporacija
celic je sorazmerno nova
metoda, ki se je hitro uveljavi-
la v biokemiénih in celiénih
laboratorijih, pri¢enjajo pa jo
uporabljati tudi v medicinske
namene. V onkologiji z elektro-
poracijo povecajo vnos nekate-
rih kemoterapevtikov in s tem
povisajo u€inkovitost zdravlje-
nja raka (elektrokemoterapija
tumorjev), v biotehnologiji jo
uporabljajo za vnos DNK in s
tem gensko spreminjanje
celic, v zadnjem ¢asu pa
skusajo z vnosom DNK v celice
odpraviti tudi genetske okvare
(genska terapija). Vidna vioga
elektrotehnikov na tem podroc-
ju bo koga morda presenetila,
vendar je za ucinkovito elektro-
poracijo potrebno resiti vrsto
inZenirskih problemov.

Ostale dejavnosti nasega
laboratorija si lahko ogledate
na nasi spletni strani
http://Ibk.fe.uni-lj.si.
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1. Elektroporacija in njena uporaba
Eden od pomembnih mejnikov v zgodovi-
ni nastanka Zivljenja je bil nastanek plaz-
maleme — membrane, ki obdaja celico.
Plazmalemo tvori tanka, teko¢a dvojna plast
posebnih mascob, v kateri se nahajajo Ste-
vilne beljakovine, ki opravljajo najrazlic-
nejSe naloge. Med njimi so tudi tak3ne, ki
skrbijo za prenos snovi prek membrane.
Vsaka od teh beljakovin omogoca le pre-
nos ene same snovi, zato je plazmalema
selektivno prepustna, kar celici omogoca,
da nadzira izmenjavo snovi med svojo no-
tranjostjo in okolico. S tem celica v svoji
notranjosti vzdrZuje sorazmerno stabilne
pogoje ne glede na spremembe v okolici,
snovi, ki jih v naravi ne zasledimo, pa prak-
ti¢no ne morejo vstopiti. Poleg izredno niz-
ke prepustnosti za tuje molekule ima plaz-
malema tudi zelo nizko elektri¢no prevod-
nost tako v primerjavi z notranjostjo celice
kot z njeno okolico. Ce na celico deluje
elektri¢no polje, se plazmalema obnasa kot
izolator, na njej pa nastane t.i. vsiljena tran-
smembranska napetost, ki jo lahko v pri-
meru, da je celica okrogla, opiSemo z izra-
zom
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kjer je E jakost elektri¢nega polja, R pol-
mer celice, 8 kot med smerjo vektorja ja-
kosti elektri¢nega polja ter daljico, ki po-
vezuje sredidce celice in obravnavano toc-
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Slika 1: Okrogla celica v elektricnem polju.

z lego opazovane tocke na membrani (so-
razmerno s kosinusom kota 8). Zaradi ¢a-
sovne konstante T vsiljena transmembran-
ska napetost, ki jo ustvari stopnic¢ast nape-
tostni pulz, ne nastane v trenutku, temvec
svojo kon¢no vrednost doseZe v nekaj mi-
krosekundah, kot shematsko prikazuje sli-
ka 2. Zanimivo je, da kratkotrajna vsiljena
transmembranska napetost do nekaj sto mi-
livoltov ne povzroci opaznih posledic. Ce
pa ta napetost preseZe neko kriti¢no vred-
nost, ki znasa v razli¢nih pogojih med 200
mV in 1V, se prepustnost in prevodnost
plazmaleme skorajda v trenutku mocno po-
vecata. Plazmalema pri¢ne takrat neselek-
tivno prepuscati vse vrste molekul in io-
nov. Ta pojav, ki mu pravimo elektropora-
cija ali elektropermeabilizacija, nam omo-
goca, da v celico vhesemo snovi, ki jih plaz-

ko na membrani (slika 1), 7 ¢as
od vklopa elektri¢nega polja, T
pa ¢asovna konstanta membra-
ne. Slednja je odvisna od pre-
vodnosti in kapacitivnosti mem-
brane ter snovi, ki jo obdaja,
znasa pa med nekaj desetink
mikrosekunde in nekaj mikro-
sekund.
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1z izraza (1) sledi, da je velikost
vsiliene transmembranske nape-
tosti sorazmerna z jakostjo elek-
tri¢nega polja in z velikostjo ce-
lice, hkrati pa se spreminja tudi

Slika 2: Zvezna Crta prikazuje ¢asovni potek vsiljene transmem-
branske napetosti A®,,, pri 6=0 v primeru, ko celico izpostavimo
napetostnemu pulzu trajanja T (shematsko ga prikazuje Srafirani
pravokotnik). Crtkasto je prikazan Se potek A®,, v primeru, ko
pulza po casu T ne bi izklopili.



malema sicer ne prepuica. Ce amplituda
in trajanje napetostnih pulzov nista preve-
lika, pride po konc¢anem elektricnem pul-
zu do spontane zacelitve plazmaleme in
ponovne vzpostavitve selektivne prepust-
nosti plazmaleme — govorimo o reverzibilni
elektroporaciji, saj celica preZivi. V kolikor
uporabimo premoc¢ne ali predolge pul-
ze, pa do zacelitve plazmaleme ne pride
in celica odmre. V tem primeru govorimo
o ireverzibilni elektroporaciji.

In zakaj bi Zeleli v celico vnesti snovi, ki
jih plazmalema ne prepusca? Trenutno je v
ospredju vnos tuje DNK, torej tujega ded-
nega zapisa. V biotehnologiji ta proces upo-
rabljajo pod imenom genska transfekcija,
z veliko nestrpnostjo pa pricakujemo tudi
njegovo uporabo v zdravstvu — gensko te-
rapijo. Elektroporacija ni edini moZni na-
¢in vnosa DNK v celico, vendar pa ima kar
nekaj prednosti pred ostalimi nacini vno-
sa. Tako je vnos DNK prek okuzbe celic z
virusi, pri katerih je preostali dedni zapis
delno onesposobljen, se pred kratkim ve-
ljal za najobetavnejSo tovrstno metodo, lani
pa je v javnosti moc¢no odjeknila tragi¢na
zgodba Jesseja Gelsingerja, ameriSkega
najstnika, ki je podlegel stranskim ucinkom
tak3ne terapije.

Drugo pomembno podrodje, kjer uporab-
ljamo elektroporacijo za vnos tujih mole-
kul, je onkologija. Eden od standardnih na-
¢inov zdravljenja raka je kemoterapija, ki
se poleg kirurgije in obsevanja najpogo-
steje uporablja. Med kemoterapevtiki so
tudi tak3ni, ki tumorske celice ubijejo med
njihovo delitvijo. Tak3nim kemoterapevti-
kom pravimo citostatiki. Nekateri med nji-
mi so sicer v notranjosti celice zelo ucin-
koviti, vendar jih plazmalema skorajda ne
prepusca v celico. U¢inkovitost taksnih ke-
moterapevtikov lahko zato zelo izboljSa-
mo, ¢e njihov vnos v organizem kombini-
ramo z elektroporacijo. Tak pristop, ki ga
imenujemo elektrokemoterapija (slika 3),
skupaj s strokovnjaki iz Onkoloskega insti-
tuta Ze uporabljamo tudi v klini¢nem oko-
lju in smo pri uvajanju te nove metode
zdravljenja raka med vodilnimi v svetu.
Elektroporacija znatno povisa ucinkovitost
delovanja kemoterapevtika, zato uspesno
zdravljenje doseZemo s precej niZjimi koli-
¢inami kemoterapevtika, s tem pa tudi
zmanjsamo neZelene stranske ucinke zdrav-
lienja.
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Slika 3: Elektrokemoterapija

2. Elektrode in izracun elektricne-
ga polja v tkivu

Povedali smo, da je elektroporacija pojav,
ki poveca prepustnost plazmaleme in omo-
goci vnos molekul, ki drugace zelo pocasi
prehajajo skoznjo, do tega pojava pa pride
zaradi izpostavitve celice dovolj velikemu
elektricnemu polju. In kako celice izposta-
vimo elektri¢cnemu polju? Celice, ki se na-
hajajo v suspenziji (plavajo v elektrolitski
raztopini), postavimo med dve elektrodi,
na kateri privedemo napetost. Ce sta elek-
trodi plocati in dovolj veliki glede na njuno
medsebojno razdaljo, je elektri¢no polje, v
katerem se nahajajo celice, skoraj homo-
geno. Njegova jakost je pribliZno enaka raz-
merju med napetostjo na elektrodah in raz-
daljo med elektrodama. Ce poznamo e ve-
likost in obliko celic, lahko z uporabo izraza
(1) ocenimo tudi transmembransko nape-
tost, ki jo bomo s tak3no izpostavitvijo vsi-
lili.

Elektroporacijo lahko uporabimo tudi na
celicah v tkivu. V tem primeru napetost
privedemo na Zeleni del tkiva tako, da elek-
trodi pritisnemo ob koZo nad tkivom, ali
pa uporabimo elektrode v obliki igel, ki
jih vbodemo skozi koZo. Ne glede na to,
kateri pristop uporabimo, porazdelitev
elektri¢nega polja v tkivu in njegovi okoli-
ci ponavadi ni homogena, temvec jo dolo-
¢ajo oblika elektrod, njihova medsebojna
razdalja in elektri¢ne lastnosti tkiva. Pri do-
locitvi porazdelitve elektri¢nega polja si po-
magamo z numeri¢nim modeliranjem na
rac¢unalniku. V eni izmed mnogih $tudij smo
tako primerjali porazdelitev polja pri dveh

razlicnih postavitvah tockovnih elektrod,
ki ju podaja slika 4. Vzporedno smo izved-
li e eksperimentalno $tudijo, v kateri smo
primerjali u¢inkovitost elektrokemoterapi-
je podkoznih tumorjev na misih, ki jo do-
sezemo s takSnima postavitvama. Rezultati
Studije, ki jih povzema slika 5, so pokazali,
da jakost elektri¢nega polja mocno vpliva
na ucinkovitost elektrokemoterapije v tu-
morju. Podobne izracune smo naredili za
vrsto drugih elektrod, ki so jih za elektro-
kemoterapijo uporabili nasi kolegi, razisko-
valci iz Univerze South Florida v ZDA. Tudi
analiza teh rezultatov je potrdila, da je ucin-
kovitost elektroporacije celic v tkivu, s tem
pa tudi elektrokemoterapije, odvisna od po-
razdelitve elektri¢nega polja v tkivu. Ome-
njeni izracuni in poskusi dokazujejo, da lah-
ko z oblikovanjem in namestitvijo elektrod
doloc¢imo prostornino tkiva, ki ga Zelimo
elektroporirati, z ustrezno izbiro poloZaja
elektrod pa nam je dostopno takoreko¢ ka-
terokoli tkivo oziroma organ v telesu.
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Slika 4: Shematski prikaz dveh razli¢nih postavi-
tev elektrod: (a) stranski ris obeh postavitev, (b)
tloris postavitve “2+1” in (c) tloris postavitve
2+2".



Slika 5: Gostota elektricnega toka, ki jo v tkivu doseZemo s postavitvama
“2+1”in “2+2”. Levo so prikazani rezultati meritev z metodo magnetne reso-
nance, desno pa napovedi numeriénega modela.

3. Elektricni pulzi in generatorji
(elektroporatorji)

Pri prvih poskusih elektroporacije celic tako
v suspenziji kot tudi v tkivu so napetostne
pulze generirali kar tako, da so prek celic
v suspenziji oziroma tkiva izpraznili velik
kondenzator (slika 6). Pri teh elektropora-
torjih je napetost pulza eksponentno upa-
dala s ¢asom, ¢asovna konstanta tega upa-
danja pa je bila seveda odvisna od pre-
vodnosti suspenzije oziroma tkiva. Kasne-
je so se na trZis¢u pojavili generatorji eno-
smernih pravokotnih pulzov, pri katerih sta
bili amplituda in trajanje pulzov Ze jasno
doloceni, moc pa ju je bilo tudi spreminja-
ti. Nekateri so omogocali Se izbiro Stevila
pulzov, v dolo¢enem obmodju pa tudi nji-
hovo ponavljalno frekvenco. Raziskave so
se nadaljevale in kar nekaj skupin je po-
skusalo dolociti tisto amplitudo, trajanje in
Stevilo pulzov, pri katerih bi bila elektro-
poracija kar najbolj uc¢inkovita. Izkazalo se
je, da so daljsi eksponentno upadajoci pulzi
ucinkovitejsi pri vnosu velikih elektri¢no
nabitih molekul, npr. DNK, krajsi pravo-
kotni pulzi v vlaku pa so primernejsi za
vnos manj$ih molekul, npr. nekaterih ke-
moterapevtikov. Na trgu je trenutno vec
elektroporatotjev obeh vrst pulzov za delo
na celi¢nih suspenzijah, ponudba naprav
za delo na tkivih, predvsem v klini¢nem
okolju, pa je 3e precej Sibka, tako da je
razvoj elektroporatorjev trenutno v polnem
teku.

In kaj je tako posebnega pri elektropora-
torjih? Kot smo Ze omenili, elektroporacija
nastopi, ¢e transmembranska napetost pre-

seze vrednost med
200 in 1000 mV, izraz
(1) pa pove, da za
vsilitev tolik§ne na-
petosti pri tipicnem
polmeru celice 10 pm
potrebujemo elektric-
no polje jakosti med
400 in 2000 V/cm. Ce
Vv ta namen uporabi-
mo elektrodi z med-
sebojno razdaljo 1
cm, ki sta razmeroma
veliki glede na to raz-
daljo, moramo na
elektrodi prikljuciti
napetost med 400 in
2000V. Pri tem dose-

enosmerni

napctostni vir T

Slika 6: Prvi elektroporatorji so napetostne pulze
generirali tako, da so prek celic v suspenziji oziro-
ma prek tkiva izpraznili kondenzator s kapacitiv-
nostjo nekaj sto pF ali celo nekaj mF.
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Ze tok, ki steCe preko elektrod in tkiva,
tudi vrednosti do 15 A. Hkrati pravokotni
pulzi, ki se obi¢ajno uporabljajo, trajajo le
od nekaj deset ps do nekaj ms, zato zahte-
vajo kratke dviZne ¢ase. Ko vse to zdruZi-
mo, dobimo zahteve, ki predstavljajo re-
sen izziv za vsakega elektronika.

Poleg zahtev po zmogljivosti morajo gene-
ratorji, namenjeni elektroporaciji v klinic¢-
nem okolju, zado3cati tudi strogim varnost-
nim zahtevam, ki veljajo za medicinske na-
prave. Namen teh je za3cititi pred elektric-
nim udarom pacienta, zdravnika, ki upravlja
z napravo, pa tudi druge osebe, ki lahko
pridejo v stik z njo. Veliki tokovi, ki jih
uporabljamo pri elektrokemoterapiji, so lah-
ko v primeru nepravilne uporabe ali napa-
ke pri obratovanju zelo nevarni, 8¢ pose-
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bej pri zdravljenju z igelnimi elektrodami,
kjer prebodemo kozo, ki sicer sluZi kot na-
ravna zascita.

Varnostne zahteve za medicinske naprave
so dolocene s standardoma IEC-601-1 in
IEC-601-23, ki glede na vrsto zascite delita
te naprave v razrede, glede na stopnjo zas-
ite pa na tipe. Glede na vrsto zascite sodi
klini¢ni elektroporator v II. razred, kar po-
meni, da je zaSciten z dvojno ali ojaceno
izolacijo. Glede na stopnjo zascite ga uvrs-
¢amo v tip CF, kar pomeni, da ozemljitveni
tok ne sme preseci 500 pA, okrovni tok ne
sme preseci 100 pA brez okvare in 500 pA
pri enojni okvari, pacientski tok pa ne sme
prese¢i 10 pA brez okvare in 50 pA pri
enojni okvari. Ozemljitveni, okrovni in pa-
cientski tok prikazuje slika 7.

4. Unos snovi z elektroporacijo

Kot pove izraz (1), je vsiliena transmem-
branska napetost na razli¢nih delih mem-
brane razli¢na, kritina vrednost, ki prive-
de do elektroporacije, pa je najprej prese-
Zena na polih celice v smeri proti elektro-
dama (na podrodjih okoli 8 =0"in 6 = 180").
Tako lahko pri znani kriti¢ni vrednosti vsi-
liene transmembranske napetosti in jako-
sti elektri¢nega polja dolo¢imo povrsino ti-
stega dela membrane, ki bo elektroporira-
na in preko katere bo potekal transport.
Ker poteka transport ionov in manjsih mo-
lekul preko membrane predvsem z difuzi-
jo, lahko z vidika posamezne celice sus-
penzijo ponazorimo z dvema prostoroma
- notranjostjo in zunanjostjo celice, kot je
prikazano na sliki 8.

Transport snovi preko membrane tedaj opi-
Semo z enachama

dCi(t)__ Vo
T K, E(I:D(t)+kioEl\7I1Di(t)

dC, (t V,
20k 9+ k()

kjer sta C in C koncentraciji snovi v celic-
ni notranjosti in zunanjosti, V in V pro-
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Slika 7: Shematski prikaz ozemljitvenega, okrovnega in pacientskega toka.
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Slika 8: Pretok snovi preko elektroporirane mem-
brane lahko preu¢ujemo z dvoprostornim mode-
lom. Prostor O ponazarja zunanjost celice, pro-
stor | pa njeno notranjost.

stornini teh dveh podrocij, & _ in R, pa koe-
ficienta, ki dolocata hitrost pretoka v smeri
iz notranjosti v zunanjost in iz zunanjosti v

notranjost celice.

5. Trenutne raziskave in razvoj
Raziskave, ki smo jih v zadnjem ¢asu opra-
vili v naSem laboratoriju, nekatere sami, ne-
katere pa v tesnem sodelovanju z nekate-
rimi najbolj§imi tujimi skupinami na tem
podrodju, so pripeljale do vrste pomem-
bnih rezultatov, hkrati pa v nasem labora-
toriju intenzivno poteka tudi razvoj novih
elektroporatotjev. Tako smo razvili hitri oja-
¢evalni sistem, katerega vezje je prikazano
na sliki 9. S tem vezjem ojac¢imo signal s
programabilnega funkcijskega generatorja
in tako omogocimo elektroporacijo z na-
petostnimi pulzi poljubne oblike. V prvi
Studiji smo ta sistem uporabili za primerja-
vo ucinkovitosti elektroporacije celic v sus-
penziji z obi¢ajnimi unipolarnimi pravokot-
nimi pulzi ter s simetri¢nimi bipolarnimi
pulzi enakega trajanja in amplitude. Poka-
zali smo, da je elektroporacija z bipolarni-
mi pulzi ucinkovitejsa, obenem pa je raz-
tapljanje kovine z elektrod, ki je celicam v
suspenziji lahko 3kodljivo, tako pri jekle-
nih kot pri aluminijastih elektrodah ob upo-
rabi bipolarnih pulzov precej manj izrazito
kot pri unipolarnih pulzih.

Visjo ucinkovitost eksponentno upadajo-
¢ih pulzov pri vnosu DNK v primerjavi s
pravokotnimi lahko na osnovi teoreti¢nih
dognanj in nekaterih poskusov pripiemo
dolgotrajnosti eksponentno upadajocega
pulza, saj se ta ne izklopi nenadoma, tem-
vec le polagoma upada. Na elektri¢no na-
bite molekule, kakr$na je DNK, v elektri¢-
nem polju namre¢ deluje sila, zaradi kate-
re se pri¢no molekule gibati. Vigja ucinko-
vitost eksponentno upadajocih pulzov pri
vnosu DNK kaZe, da v primeru velikih mo-
lekul to gibanje znatno pripomore k vsto-
pu v notranjost celice. Tak3ni predpostav-
ki v prid pricajo tudi rezultati poskusa, v
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Slika 9: Vezje hitrega ojacevalnega sistema, ki skupaj s programabilnim funkcijskim generatorjem omo-
goca elektroporacijo s pulzi poljubne oblike (amplituda do +280 V).
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Slika 10: Elektroporacija osmih celic s Stirimi razliéno usmerjenimi pulzi (pu$Cica kaZe od pozitivne
elektrode proti negativni). Celice, ki s posameznim pulzom niso bile elektroporirane, so obarvane temno
modro, elektroporirane celice pa svetleje (kolicina vneSene snovi narasca od svetlo modre proti rdeci).
Tabela povzema uspesnost poskusa elektroporacije vsake od celic pri posamezni usmeritvi pulza, v
zadnjem stolpcu pa Se skupno uspesnost vseh Stirih pulzov.

katerem so namesto eksponentno upada-
jo¢ega pulza uporabili kratek visokonape-
tostni pravokotni pulz, ki mu je takoj sledil
daljdi pravokotni pulz niZje napetosti. Tudi
s tak$no kombinacijo pulzov so dosegli bis-
tveno vedji vnos DNK kot s samim visoko-
napetostnim pulzom.

Ker celice v tkivu niso okrogle, smo preu-
¢evali tudi moZnosti izboljsave u¢inkovito-
sti elektroporacije v tkivu z dovajanjem
elektri¢nih pulzov v razli¢nih smereh. Po-
skusi, v katerih smo elektroporirali celice

razli¢nih oblik, so pokazali, da z dovaja-
njem pulzov v razli¢nih smereh znatno po-
vecamo ucinkovitost elektroporacije v tki-
vu (slika 10). V ta namen uporabimo ve¢
elektrod, ki jih izmenoma vkljuc¢ujemo, vsa-
ka usmeritev pulza pa elektroporira dolo-
¢en delez celic v tkivu. Uporaba razli¢nih
usmeritev hkrati omogoca, da za ucinkovi-
to elektroporacijo tkiva uporabimo niZje na-
petosti, kot v primeru, ko bi tkivo elektro-
porirali z eno samo usmeritvijo pulza.
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