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Povzetek. Elektroporacija je pojav, ki nastane, ko bioloske celice izpostavimo visokonapetostnim elektri¢nim
pulzom. Slednji povzrodijo zadasno permeabilizacijo celi¢ne membrane, ki omogo¢i pove¢ano prehajanje snovi v
celico in iz nje. Pri uporabi elektroporacije v medicini taréno tkivo pogosto sestavljajo tudi vzdrazne celice, kot so
nevroni in miSine celice. V nasprotju z nevzdraznimi imajo vzdraZzne celice sposobnost proZenja elektri¢nih
signalov (akcijskih potencialov, AP). Mehanizmi elektroporacije vzdraznih celic in vpliv permeabilizacije
membrane na prozenje AP Se niso podrobno raziskani. Za taksne raziskave potrebujemo ustrezni eksperimentalni
model. V ¢lanku predstavljamo gensko spremenjene celice HEK, ki stabilno izraZajo napetostne natrijeve ionske
kanale in pogojno izrazajo kalijeve ionske kanale. Prisotnost obeh vrst ionskih kanalov omogoca celicam prozenje
AP. Hkrati je celice enostavno gojiti v kulturi in z njimi izvajati eksperimente, zato so zanimiv model za raziskave
vpliva elektroporacije na celi¢no vzdraznost. Prvi rezultati spremljanja AP s fluorescen¢no mikroskopijo pri teh
celicah kazejo, da ima dolzina dovedenega elektri¢nega pulza vpliv na prag prozenja in karakteristike AP. Na
sposobnost proZzenja AP pa vpliva tudi konfluentnost celi¢ne kulture. Ti rezultati odpirajo nova vprasanja, ki so

pomembna za razumevanje elektroporacije vzdraznih tkiv in prilagajanja na njej temelje¢ih zdravljen;.
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Excitable HEK cells and their response to electric pulses of
different durations

Electroporation is a phenomenon associated with an increased
permeability of biological cell membranes following exposure
of cells to high-voltage electric pulses. An increased membrane
permeability allows an increased transport of ions and
molecules into and out of the cell. In medicine, the target tissue
of electroporation often consists of excitable cells, such as
neurons and muscle cells. Unlike non-excitable cells, excitable
cells can trigger electric signals (action potentials, AP). The
mechanisms by which electroporation influences AP generation
are not yet well understood. To gain a better understanding, a
suitable experimental model is needed. The paper presents a
cell line of genetically modified HEK cells stably expressing
voltage-gated sodium ion channels and conditionally
expressing potassium ion channels, that together enable the
cells to trigger AP. The cells can be easily grown in a cell
culture and thus represent an interesting experimental model for
investigating the effect of electroporation on cellular
excitability. Monitoring AP with fluorescence microscopy in
these cells shows that the duration of the applied electric pulse
affects the threshold for triggering AP and the AP
characteristics. Moreover, the cell confluency affects the ability
of the cells to trigger AP. The presented results open new
questions that are important for further research on
electroporation of excitable tissues and the development of
associated treatments.
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1 UvoD

Elektroporacija (ali elektropermeabilizacija) je pojav, ko
izpostavitev bioloskih celic in vitro ali tkiv in vivo
visokonapetostnim elektri¢cnim pulzom privede do
zaCasno0 povecane prepustnosti celiénih membran za ione
in molekule [1]. Povecana prepustnost je posledica
elektri¢ne napetosti, ki se ustvari na membrani zaradi
zunanjega elektri¢nega polja in jo imenujemo vsiljena
transmembranska napetost (TMN). Da se poveca
prepustnost membrane, mora TMN preseéi dologeno
pragovno vrednost (reda nekaj 100 mV). V casu
povecane prepustnosti je mogo¢ vnos razli¢nih u¢inkovin
v celico in sprostitev snovi iz nje (slika 1).
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Slika 1: Shematski prikaz elektroporacije.
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Med izpostavitvijo elektricnemu pulzu snovi prek
membrane prehajajo predvsem s pomogjo elektroforetske
sile, po izpostavitvi pa predvsem s pomodjo difuzije
zaradi koncentracijskega gradienta [2]. Ce se prepustnost
membrane po koncu izpostavitve vrne v zaetno stanje
ter se celica vrne v homeostazo ter preZivi, govorimo o
reverzibilni elektroporaciji. Ce celica ne more ponovno
vzpostaviti homeostaze in nastopi celicna smrt, pa
govorimo o ireverzibilni elektroporaciji [3].

Elektroporacijo danes uspe$no uporabljamo v
medicini za zdravljenje raka (elektrokemoterapija,
ablacija), gensko terapijo in DNK oz. RNK cepiva [4] ter
vnos zdravil prek koze [5]. Uporabljamo jo tudi pri
zdravljenju vzdraznih tkiv, kot so srce (zdravljenje srénih
aritmij [6]) in mozZgani (zdravljenje tumorjev [7] in
epilepsije [8]). Pri zdravljenjih, ki temeljijo na
elektroporaciji, elektriéni pulzi vplivajo na vzdrazne
celice (Ziv¢ne, misi¢ne celice), tudi ¢e te niso primarna
tara zdravljenja, kar lahko privede do neZelenih
stranskih uéinkov, kot so bole¢ina, kréenje miSic in
poskodbe zivcev [9]. Na splosno je elektroporacija
vzdraznih celic manj raziskana kot elektroporacija
nevzdraznih celic, zato zahteva nadaljnje podrobnejse
raziskovanje [10], [11].

Vzdrazne celice, kot so Zivéne (nevroni), sréne
(kardiomiociti) in skeletnomi$i¢ne celice (miociti), imajo
sposobnost prozenja in Sirjenja elektriénih signalov,
znanih kot akcijski potenciali (AP). AP je kratkotrajna
sprememba TMN vzdrazne celice, ki jo obi¢ajno sprozi
neki elektri¢ni drazljaj. Vzdrazne celice igrajo kljuéno
vlogo v razli¢nih fizioloskih procesih, med drugim pri
elektri¢ni aktivnosti mozganov in perifernega zivénega
sistema ter kréenju sréne miSice in skeletnih misic [12].

AP je posledica odpiranja in zapiranja napetostno-
odvisnih ionskih kanalov, tj. integralnih membranskih
proteinov, ki spremenijo svojo konformacijo kot odgovor
na spremembo TMN. V ravnovesnem stanju celica
vzdrzuje mirovno TMN, ki je pri vzdraznih celicah
obi¢ajno bolj negativnha od —-70 mV, merjeno iz
notranjosti celice proti zunanjosti. Mirovna TMN je v
veliki meri posledica razlike v znotrajcelicni in
zunajceli¢ni koncentraciji ionov — predvsem natrija (Na*)
in kalija (K*) — ki jo vzpostavijo ionski kanali in
prena$alci. V' zunanjosti celice je ve¢ ionov Na*, v
notranjosti pa ve¢ K*. Prva faza prozenja AP vkljucuje
depolarizacijski drazljaj, ki odpre napetostnoodvisne
natrijeve kanale, kar povzroc¢i hiter dotok ionov Na* v
celico, kar sprozi depolarizacijo membrane (slika 2). Po
kratkem obdobju depolarizacije se natrijevi kanali
inaktivirajo in odprejo se napetostnoodvisni kalijevi
kanali, kar povzro¢i iztok ionov K* iz celice, to pa sprozi
repolarizacijo. Temu sledi refraktorna doba, v ¢asu katere
ni mozno proziti novega AP 0z. je za Sprozenje potreben
mocnej§i draZljaj, dokler TMN ponovno ne doseze
mirovne vrednosti [12].

Nedavne Studije so pokazale, da lahko elektroporacija
povzro¢i spremembe v elektricnih in mehanskih
lastnostin  vzdraznih ~ celic.  Pri  elektroporaciji
kardiomiocitov so opazili zacasno izginotje AP, zatasne
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Slika 2: Shematski prikaz akcijskega potenciala pri nevronu.
Prirejeno po [12] in en.wikipedia.org/wiki/Action_potential.

oscilacije v znotrajceli¢nem kalciju ter dvig diastoli¢ne
ravni kalcija, kar bi lahko imelo potencialne posledice pri
sréni ablaciji z elektroporacijo, metodi za zdravljenje
srénih aritmij [10], [13]. Poleg tega lahko elektroporacija
povzro¢i spremembe v presledkovnih stikih [14], [15], ki
so kritiéni za pravilno prevajanje AP med povezanimi
vzdraznimi  celicami, zlasti med kardiomiociti.
Elektroporacija pa lahko wvpliva tudi na funkcijo
napetostnoodvisnih ionskih kanalov [16].

Za sistemati¢ne raziskave elektroporacije vzdraznih
celic potrebujemo ustrezne eksperimentalne in teoreti¢ne
modele. 1zolirane celice, kot so primarni kardiomiociti ali
nevroni, bi bile najprimernej$i eksperimentalni model.
Vendar pa so primarne celice povezane s Stevilnimi
pomanjkljivostmi: izolacija iz zivali je zapletena in
dolgotrajna ter mora biti eticno odobrena. Primarnih
srénih celic ne moremo uporabljati dlje od 24 ur, ker
izgubijo svoje znacilnosti in hitro propadejo [17].
Alternativa primarnim celicam je uporaba celi¢nih linij,
kot so sréne celi¢ne linije H9¢2, Acl16 in HL-1, ki so
komercialno dostopne ter jih enostavno gojimo in
razmnoZzujemo, vendar pa nimajo izrazenih vseh lastnosti
srénih celic (npr. miSi¢nega kréenja). Inducirani
pluripotentni kardiomiociti, pridobljeni iz mati¢nih celic,
imajo nekaj prednosti pred celi¢nimi linijami (o
sposobni kréenja), vendar so za zdaj $e vedno omejeno
komercialno dostopni [18].

Pri poskusih smo zato uporabili gensko spremenjeno
celicno linijjo humanih embrionalnih ledvi¢nih celic
HEK, ki izrazajo minimalni nabor napetostnoodvisnih
natrijevih in kalijevih ionskih kanalov, potrebnih za
vzdraznost. Ker so celice sposobne prozenja AP (angl.
spiking), jih imenujemo S-HEK [19]. Zaradi svoje
enostavnosti in v literaturi dobro ovrednotenih lastnosti
kanalov, ki jih vsebujejo, so celice S-HEK zanimiv
eksperimentalni  model za proucevanje vpliva
elektroporacije na vzdraZzne celice, Ki nam olajsa tudi
teoreticne  Studije  odziva vzdraznih celic na
elektroporacijske pulze.
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2 MATERIALI IN METODE
2.1 Vzdrazna celicna linija S-HEK

Celi¢no linijo S-HEK so z genskim inZenirstvom razvili
v skupini Adama E. Cohena na Univerzi Harvard [19].
Osnova za celice S-HEK je celi¢na linijja humanih
embrionalnih ledviénih celic (angl. human embryonic
kidney cells) HEK293T (ATCC CRL-3216). Celice
HEK293T se pogosto uporabljajo za elektrofizioloske
Studije ionskih kanalov; so namre¢ v 0snovi nevzdraZne,
izrazajo zelo malo endogenih ionskih kanalov, hkrati pa
jih je mogoce relativno enostavno transfecirati [20], [21],
[22]. Za razvoj celic S-HEK so HEK293T transfecirali,
da stabilno izrazajo natrijeve napetostne kanale Nay1.5
ter pogojno izrazajo kalijeve kanale K;2.1 (slika 3).
Kir2.1 so izrazeni skupaj z modrozelenim fluorescentnim
proteinom (angl. cyan fluorescent protein, CyFP), kar
omogo¢a  preverjanje  uspeS$nosti  ekspresije s
fluorescenéno mikroskopijo. Pogojno izrazanje K;j2.1
deluje po tet-on sistemu, kjer antibiotik doksiciklin
omogoci aktivacijo genske ekspresije [23]. Z gojenjem
celic v prisotnosti doksiciklina tako dosezemo, da te
postanejo vzdrazne. K;2.1 so pogojno izrazeni, saj so
empiri¢no ugotovili, da se pri stabilnem izrazenju Stevilo
Ki2.1 s ¢asom znatno manjsa. Pogojno izrazanje K;2.1
pa ima za S$tudij elektroporacije dodatno prednost, saj
lahko hkrati prou¢ujemo nevzdrazno (brez K;2.1) in
vzdrazno (z K;r2.1) razli¢ico iste celi¢ne linije ter tako
sistemati¢no raziskujemo vpliv vzdraznosti na odziv
celic na elektroporacijo [24].

Nas§ laboratorij je celice S-HEK pridobil neposredno
od Adama E. Cohena, danes pa so tudi ze komercialno
dostopne prek ameriSke zbirke celi¢nih kultur ATCC
(CRL-3479).

Nevzdrazne celice Vzdrazne celice

Na15 Na,1.5

Slika 3. Tzrazeni ionski kanali pri celiéni liniji S-HEK (slika,
narejena z BioRender.com).

2.2 Gojenje celic S-HEK

Celice S-HEK smo gojili v posodicah za celi¢ne kulture
T75 (TPP, Svica) v 10 ml gojis¢a DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium high glucose, D5671, Sigma-
Aldrich/Merck) z dodatkom 10 % tele¢jega Seruma
(F2442, Sigma-Aldrich/Merck), 2 mM glutamina
(G7513, Sigma-Aldrich/Merck), antibiotikov penicilin in
streptomicin (P07681, Sigma-Aldrich/Merck; penicillin
100 U/ml, streptomycin 100 pg/ml), 2 pg/ml puromicina,
5 pg/ml blasticidina in 200 pg/ml geneticina (vsi od
Thermo Fischer Scientific). Celice smo rutinsko presajali
na tri ali $tiri dni. Pred presajanjem smo jih najprej
preverili pod svetlobnim mikroskopom, pri ¢emer smo

bili pozorni na konfluentnost (tj. delez pokritosti povrsine
posodice s celicami) in morebitne okuzbe. Nato Smo
celicam odsesali goji$¢e in jih sprali z 10 ml fizioloske
raztopine (0,9 % NaCl, B. Braun). Zatem smo dodali 5 ml
tripsina in celice za dve do dve minuti in pol postavili v
inkubator na 37 °C in s 5 % CO,, da so se popolnoma
odlepile od podlage. Tripsiniziranim celicam smo nato
dodali 5 ml gojis¢a, da smo ustavili delovanje tripsina, in
s pipeto dobro prepipetirali, da smo ustvarili homogeno
celiéno suspenzijo. Na hemocitometer smo odmerili
dvakrat po 10 pl celiéne suspenzije, celice pod
svetlobnim mikroskopom presteli in izracunali njihovo
koncentracijo. Celice smo nato nasadili v posodice T75
oziroma jih pripravili za poskuse.

2.3 Priprava vzorcev za poskuse

Za poskuse smo celice nasadili v dvoprekatne komore za
mikroskopijo Nunc Lab-Tek Il (155379, Thermo Fischer
Scientific) z dnom iz borosilikatnega stekla debeline t.
1,5 (tj. 0,16-0,19 mm). Komore smo najprej tretirali s
polilizinom, in sicer v vsako jamico smo odpipetirali 2 ml
fosfatnega pufra (PBS) in 3 pl polilizina. PBS je
izotoni¢ni pufer, ki se pogosto uporablja v bioloskih
aplikacijah in posnema pH, osmolarnost in koncentracijo
ionov v ¢loveskem telesu, polilizin pa smo uporabili za
spodbujanje adhezije celic na trdno podlago. To
raztopino smo pustili v komori dve uri na sobni
temperaturi in jo nato odsesali. V prekat komore smo
zatem odpipetirali gojis¢e za celice HEK in celi¢no
suspenzijo v skupnem volumnu 1,5 ml. Ko smo
pripravljali vzdrazno razli¢ico celic S-HEK, smo v prekat
dodali Se 30 pl raztopine doksiciklina (konéna
koncentracija 4 pg/ml). Celice smo nato inkubirali dva
ali tri dni.

Na dan poskusov smo celice najprej preverili pod
svetlobnim mikroskopom, nato pa jim s pipeto previdno
odsesali gojis¢e in dodali raztopino potenciometri¢nega

barvila ElectroFluor630 (Di-4-ANEQ(F)PTEA,
Potentiometric ~ Probes, CT, USA). Barvilo
ElectroFluor630 je molekula, ki se ji spremeni

fluorescenca kot odziv na spremembe elektri¢nega polja
v svojem okolju (membrani) in omogoda meritve
sprememb v TMN. Raztopina z barvilom je vsebovala
997 ul gojis¢a in 3 ul ElectroFluor630 (koné¢na
koncentracija 12 uM). Celice z barvilom smo postavili v
hladilnik (4 °C) za 20 minut, da se je celi¢na membrana
lepo obarvala. Inkubacija na hladnem minimizira difuzijo
barvila v notranjost celice. Celicam smo po 20 minutah
odvzeli barvilo in jih trikrat sprali z 1 ml pufra Tyrode
sobne temperature (2 mM KCI, 125 mM NaCl, 2 mM
CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 30 mM glukoze,
pH 7,3), nato pa dodali 1 ml pufra Tyrode z nizjo
koncentracijo kalija (0,5 mM KCI, 126,5 mM NaCl,
preostale komponente enako kot pri navadnem pufru
Tyrode). Empiri¢no smo ugotovili, da niZja koncentracija
kalija omogoca bolj robustno prozenje AP.
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2.4 Mikroskopija

AP in druge spremembe TMN kot odziv na elektri¢ne
pulze smo spremljali z invertnim epifluorescenénim
mikroskopom Leica DMi8 Thunder Imager, ki smo ga
krmilili s programskim orodjem Leica LAS-X pri 40-
kratni povecavi objektiva (Leica HC PL FLUOTAR L 40
x/0,60 Corr). Celice smo osvetljevali z LED-viri Leica
LEDS, slike pa smo zajemali s kamero SCMOS Leica
DFC9000 GT. Komoro Lab-Tek smo postavili na
mikroskopsko mizico znotraj inkubatorja i8 BLACK
(Pecon, Nemcija), ki je name$¢en okrog mikroskopa, in
sredino prekata s celicami namestili nad objektiv
(slika 4). Najprej smo naredili svetlobni in fluorescencni
posnetek celic, kjer smo ekspresijo kanalov K;2.1
preverili z modrozelenim fluorescentnim proteinom
CyFP, ki se izraza hkrati s kanali K;2.1 (slika 5), pri
Cemer Smo upostevali emisijski in eksitacijski spekter
CyFP (slika 6). Kot vir svetlobe smo uporabili LED 390
nm s 100 % moci (200 mW) in opazovali emisijo prek
vecpasovnega filtra DFT51010, ki prepuséa emisijsko
svetlobo valovnih dolzin v obmodjih (sredina/pasovna
Sirina) 435/30 nm, 519/25 nm, 594/32 nm, 695/58 nm.

Nato smo upostevali ekscitacijski in emisijski spekter
barvila ElectroFluor630 (slika 6). To barvilo smo
osvetljevali s svetlobo na robu ekscitacijskega spektra, da
smo dosegli najboljso obéutljivost barvila za spremembe
v TMN. Zato smo celice osvetljevali z LED pri valovni
dolzini 635 nm s 50 % moci (100 mW), emisijo pa smo
ponovno zaznavali prek veé¢pasovnega filtra DFT51010.
Za kontrolno svetlobno in fluorescenéno sliko Smo
uporabili ¢as izpostavljenosti 10 ms. Uporabili smo tudi
4 X binning, kar pomeni, da smo zdruzili 4 x 4 zajete
piksle v 1 piksel na sliki. Lo¢ljivost se je posledi¢no
zmanjsala s faktorjem 16. S ¢asovnim zajemanjem slik
smo preverili, ali celice samodejno prozijo AP. Slike smo
zajemali s ¢asovnim intervalom 80 ciklov z najmanj$im
moznim ¢asom osvetlitve kamere, ki je 36 ms. Trajanje
celotnega zajema je bilo 2,8 s.

Na komoro Lab-Tek smo nato namestili par
vzporednih zi¢nih elektrod z razmikom 5 mm (slika 4) in
ju priklopili na generator visokonapetostnih pulzov,
razvit na Fakulteti za elektrotehniko Univerze v Ljubljani
[25]. Napetost in tok smo spremljali z osciloskopom
LeCroy Wavepro 7300A (3 GHz), z visokonapetostno
diferencialno sondo ADP305 (LeCroy, DC-100 MHz) in
tokovno sondo AP015 (LeCroy, DC-50 MHz). Slika 7
prikazuje meritve dovedenih pulzov.

Za sinhronizacijo zajemanja slik z dovajanjem
elektricnega pulza je poskrbela kontrolna enota
mikroskopa, ki je ob 10. zajeti sliki (324 ms od zacetka
zajemanja slik) poslala signal TTL na elektroporator in
ga sprozila.

2.5 Obdelava in analiza mikroskopskih slik

Zajete slike fluorescence ElectroFluor630 smo obdelali z
namensko aplikacijo [24], narejeno v programu Matlab
(Mathworks, Natick, MA, ZDA). Aplikacija je bila
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Slika 4: Postavitev komore Lab-Tek z elektrodami na
mikroskopski mizici.

Slika 5: Sliki  obarvanosti celiénih  membran s
potenciometricnim  barvilom ElectroFluor630 (levo) in
ekspresije kanalov Kir2.1, ki jo preverjamo s CyFP (desno).
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Slika 6: Ekscitacijski in emisijski spekter ElectroFluor630
(EF630) in CyFP. Vir: potentiometricprobes.com in fpbase.org.
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Slika 7. Oblika pulzov, ki so jim bile izpostavljene celice.
Izmerjena napetost U je normirana na napetost, nastavljeno na
pulznem generatorju (Uo). Uo je bila izbrana kot tretja napetost,
dovedena v sekvenci pulzov (tabela 1). Cas t je normiran na
nastavljeno dolzino pulza to. Kraj$a pulza (1 us in 500 ns) imata
nekoliko daljsi relativni dvizni ¢as kot daljsa pulza (100 ps in
10 ps). Upomost vzorca, izratunana kot razmerje izmerjene
napetosti in toka med pulzom, je priblizno 95 Q.
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zasnovana tako, da smo na podlagi prve zajete slike
najprej dolocili spodnji in zgornji prag vrednosti
slikovnih to¢k, s ¢éimer smo izbrali zgolj to¢ke z obmocja
membran in tako dosegli ve¢je razmerje med signalom in
Sumom. Casovni potek fluorescence F smo dobili tako,
da smo na vsaki zajeti sliki izracunali povpreéno vrednost
vseh izbranih slikovnih to¢k. Bledenje barvila je
povzro€ilo priblizno linearno upadanje signala F(t) s
¢asom. Ta padec smo odstranili tako, da smo od F(t)
odsteli linearno premico Fo(t), ki sSmo jo napeli na signal,
pridobljen s kontrolnih slik, zajetih brez dovajanja
elektricnega pulza (0 V/cm). Grafi v ¢lanku prikazujejo
relativno spremembo fluorescenéne intenzitete Riyo = 1 —
F/Fq vseh celic v opazovanem obmocju.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA
3.1 Prag prozZenja akcijskih potencialov

S poskusi smo najprej zeleli preveriti, kakSen je prag
elektricnega polja, s katerim dosezemo vzdraZenje
(prozenje AP) pri celicah S-HEK v odvisnosti od dolzine
dovedenega elektricnega pulza. Uporabili  smo
pravokotne pulze stirih razliénih dolzin, in sicer 100 ps,
10 ps, 1 ps in 500 ns (slika 7). Pri vsaki dolzini smo na
vsake dve minuti dovedli vedno vi§jo napetost in s
fluorescen¢no mikroskopijo opazovali, kdaj pride do
prozenja AP. Osnovni protokol dovajanja zaporedja
elektri¢nih pulzov posameznemu vzorcu celic prikazuje
slika 8. Izbrana dvominutna pavza med posameznimi
pulzi v zaporedju je kompromis med tem, da imajo celice
dovolj ¢asa, da si opomorejo od prej$njega pulza, ter tem,
da jih ne izpostavljamo predolgo nefizioloskim pogojem
(en poskus traja priblizno 40 minut skupaj s ¢asom
barvanja celic).

126 150 175 188 200 250 300 350 400 E (V/icm)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Cas (min)
Slika 8. Casovni potek dovajanja sekvence pulzov

posameznemu vzorcu celic. Primer za 100 ps dolzino pulza.

Ker moramo pri kraj$ih dolzinah pulza celice
izpostaviti znatno vigjemu elektriénemu polju za
prozenje AP, smo za vsako dolzino pulza izbrali
drugacen nabor amplitud (tabela 1). Elektri¢no polje E,
ki so mu bile celice izpostavljene, smo ocenili kot
kvocient napetosti na elektrodah in med-elektrodne
razdalje. Na zacetku vsakega poskusa smo posneli tudi
¢asovni potek intenzitete barvila brez dovajanja pulza
(0 V/em), ki smo ga naknadno uporabili za korekcijo
bledenja fluorescence barvila.

Pri vzpostavljanju protokola za iskanje praga proZenja
AP se je izkazalo, da ima na sposobnost S-HEK, da
prozijo AP, pomemben vpliv konfluentnost celi¢ne
kulture. Vzorce smo zato razdelili v $tiri skupine, in sicer
na tiste z nizko (< 50 %), srednjo (50—70 %), visoko
(>70 %) in popolno konfluentnostjo (100 %).

Tabela 1. Nabor amplitud v sekvenci pulzov za posamezno
dolzino dovedenega pulza. Amplituda pulza je izrazena kot
priblizek elektri¢nega polja E (V/cm), ki so mu bile celice
izpostavljene. Vsak posamezen pulz je bil doveden ob
nakazanem ¢asu po zacetku mikroskopiranja.

Pulz/ 100 us 10 ps 1ps 500 ns
Cas

0 min 0 0 0 0

2 min 126 240 800 1100
4 min 150 280 860 1200
6 min 176 300 900 1300
8 min 188 330 960 1400
10 min 200 360 1000 1500
12 min 250 400 1100 1600
14 min 300 460 1200 1700
16 min 350 500 1300 1800
18 min 400 600 1400 1900
20 min 2000

Konfluentnost celiéne kulture smo dolo¢ili na podlagi
vizualizacije celic pod mikroskopom. V nadaljevanju se
osredoto¢amo na poskuse, izvedene na celi¢nih kulturah
s srednjo in visoko konfluentnostjo. Vloga konfluentnosti
pa je podrobneje predstavljena v razdelku 3.4.

Z vsemi dolzinami pulzov smo dosegli vzdrazenje
celic, ko je elektri¢no polje E preseglo dolocen prag. Ta
prag je nekoliko variiral od vzorca do vzorca, v splosSnem
pa je bil prag mnogo visji pri krajsih pulzih (najmanj
150 V/icm, 240 V/cm, 800 V/cm in 1300 V/cm pri
100 ps, 10 ps, 1 ps in 500 ns pulzu; glej tudi legende na
sliki 9 in tabelo 2). Slika 9 prikazuje primere prvega
znatnega odziva v TMN, ki je bil dosezen z zaporedjem
pulzov naras¢ajo¢ih se E (tabela 1). Grafi torej
prikazujejo odziv pri najnizjem E, ki je bil Ze dovolj visok
za vzdrazenje (prag prozenja AP). Pri nizjih E se
posamezni vzorec ni odzval in je bil signal TMN
podoben kot pri kontrolnih meritvah (0 VV/cm).

Pri 100 ps pulzih je bil prag vzdrazenja 150 V/cm
(slika 9a). Celice so sprozile bodisi en bodisi vec
zaporednih AP, v skladu z naso prej$njo Studijo, v kateri
smo podrobno proucili odziv celic S-HEK na 100 us
pulze [24]. Dolzina AP pri 50 % maksimalnega odziva je
bila okoli 200 ms.

Tudi s kraj§imi pulzi (10 ps, 1 ps in 500 ns) smo
sprozili AP, vendar smo pri tem opazili, da postajajo AP
precej daljsi kot pri 100 ps (slika 9b—d). S krajSanjem
dolZine pulza smo opazili tudi vse izrazitejsi zamik med
dovedenim pulzom ob ¢asu t = 0 s in prozenjem AP. Pri
nekaterih odzivih se TMN v opazovanem ¢&asu sploh ni
vrnila v zaéetno stanje (glejte npr. sivo ¢rtkano ¢rto na
sliki 9¢). To pomeni, da celice niso prozile AP, ampak so
se na pulz odzvale s podaljSano depolarizacijo
membrane. Tako dolgotrajnih odzivov pri pragovnem E
nismo zaznali pri 100 ps pulzih.

Karakteristike pragovnih odzivov TMN na pulze
razli¢nih dolzin smo nadalje ovrednotili v Matlabu. Z
vgrajeno funkcijo findpeaks smo dolo¢ili amplitudo AP,
¢as v katerem je bil AP doseZen po izpostavitvi pulzu,
Sirino AP pri 50 % vrha AP ter $tevilo AP (vrhov) v
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odzivu. Rezultati so podani v tabeli 2. Analiza potrjuje
trend, da se s krajSanjem dolzine pulza podaljsuje zamik
med dovajanjem pulza in AP ter Sirina AP. Povecuje se
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Slika 9. Odzivi TMN pri najnizjem elektriénem polju E, ki je
izzval AP o0z. drugo znatno spremembo v TMN (tj. pri
pragovnem E). Vsak graf prikazuje odzive vsaj treh neodvisnih
vzorcev S-HEK pri eni dolzini pulza. Pulz je bil doveden ob
casut=0s. Legenda podaja E, pri katerem je bil dani prvi odziv
dosezen. Za primerjavo je pri vseh grafih podan signal TMN
kontrolnih meritev (0 VV/cm).

Tabela 2: Analiza AP oz. drugih odzivov TMN na pulze
razliénih dolzin pri pragovnem E. Tabelirane so povprecne
vrednosti + standardni odklon vsaj treh neodvisnih meritev.

DolZina 100 ps 10 us 1ps 500 ns
pulza
Prag AP 150 253 924 1433
(Vicm) +0 +23 +78 +153
Amplituda 4.7 8.5 6.3 6.3
AP (%) +0.8 +0.8 +18 +1.1
Cas vrha AP 0.05 0.20 0.61 0.56
(s) +0.02 £012 +067 +0.27
Sirina AP 0.2 1.0 1.0 14
(s) 0.1 +0.9 +0.8 +0.9
St. AP 27+29 1+0 1+0 1+0
St. vzorcev 3 3 5 3

CIMPERMAN, BATISTA NAPOTNIK, REMS

tudi standardni odklon meritev, kar nakazuje veéjo
nakljuénost in slabso ponovljivost rezultatov. Amplituda
AP je podobna pri vseh dolzinah pulza. Pri vedini
vzorcev je pulz sprozil en AP, razen pri enem vzorcu,
izpostavljenem 100 us pulzu, ki je prozil 6 AP (glej ¢rno
neprekinjeno ¢rto na sliki 9a).

Daljsanje zamika proZenja AP in dolZine AP ter slabsa
ponovljivost odzivov, ki jih opazimo s krajsanjem
dolzine pulza, kazejo na to, da pri krajsih pulzih verjetno
prihaja do drugih mehanizmov prozenja AP kot samo
odpiranja napetostnoodvisnih ionskih kanalov. Daljsanje
zamika nakazuje, da je nastanek AP lahko posledica
elektroporacije membrane, ki privede do depolarizacije,
ta pa sprozi AP. Za nanosekundne pulze je bilo nakazano,
da naj bi bil prag elektroporacije niZji kot prag prozenja
AP, kar pomeni, da pri zelo kratkih pulzih vzdrazenje
verjetno vedno spremlja tudi elektroporacija [26]. Ker za
proZenje AP s krajSimi pulzi potrebujemo visji E, lahko
pri tem pride tudi do poskodbe ionskih kanalov. S
simulacijami molekularne dinamike smo ugotovili, da
visoko elektri¢no polje lahko poskoduje (delno
denaturira) nekatere ionske kanale tako, da v njegovem
napetostnem senzorju nastanejo odprtine [16].

3.2 Podaljsana depolarizacija membrane pri visjih
elektricnih poljih

Vsak od vzorcev je bil izpostavljen celotnemu zaporedju
pulzov z naraséajo¢im E (slika 8, tabela 1). Oglejmo si
zdaj, kako se celice odzovejo na E, ki so vi§ja od
pragovne vrednosti. Slika 10 prikazuje primere odzivov
na celotni razpon E pri razliénih dolzinah pulzov. Vsak
graf prikazuje rezultate, pridobljene na enem od vzorcev,
pri ¢emer so zaradi preglednosti prikazani zgolj rezultati
pri izbranih vrednostih E.

Pri vseh dolzinah pulza opazimo, da se v vecini
primerov z viSanjem E najprej za¢ne podaljSevati AP,
nato pa odziv preide v podaljSano depolarizacijo
membrane. PodaljSana depolarizacija je znacilna za
pojav elektroporacije, ki povzro¢i neselektivni tok ionov
prek celicne membrane [27]. Elektroporacija namrec
povzro¢i nastanek hidrofilnih por v lipidnem dvosloju, ki
povecajo  prepustnost in elektricno  prevodnost
membrane. Poleg tega v zadnjem ¢asu ugotavljamo, da
pri elektroporaciji k povecanju prepustnosti membrane
prispevajo tudi kemijske spremembe lipidov (oksidacija)
in poskodba ionskih kanalov in ¢rpalk [1], [16], [28]. Tok
skozi pore in druge poskodbe v membrani je razmeroma
neselektiven in ga ponazorimo s pomocjo veje z nizko
upornostjo, prek katere te¢e tok mimo ionskih kanalov v
membrani (slika 11) [29].

Pri 500 ns pulzu pri visjih E opazimo oscilacije TMV
oz. periodi¢no proZenje AP. Taksne oscilacije sicer lahko
dosezemo s pulzi vseh testiranih dolzin (ni prikazano).
Oscilacije z nadaljnjim visanjem E preidejo v podalj$ano
depolarizacijo. Na tem mestu je treba omeniti, da smo pri
500 ns pulzu in dani eksperimentalni konfiguraciji lahko
dosegli najve¢ E ~ 2000 V/cm zaradi omejitve izhodne
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napetosti pulznega generatorja. Z nadaljnjim ve¢anjem E
bi oscilacije najverjetneje zadusili.

Tudi oscilacije 0z. sprozenje ve¢ AP z enim pulzom so
lahko posledica elektroporacije.

Spontano ritmi¢no
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Slika 10: Primeri odzivov na celoten razpon E v sekvenci
pulzov. Vsak graf prikazuje odziv enega vzorca, ki je bil
izpostavljen pulzom navedene dolzine. Pulz je bil doveden ob
Casut=0s.

Cm

Slika 11: Poenostavljeno nadomestno vezje, ki predstavlja tok
skozi napetostnoodvisne natrijeve in kalijeve ionske kanale
(Ina, Ik) ter preostale kanale (I.). Ko se membrana elektroporira
(stikalo se sklene), se pojavi dodatni neselektivni tok (lep). Cm
predstavlja kapacitivnost celi¢ne membrane. lsim predstavlja
tok, ki tee med izpostavitvijo elektricnemu polju.

prozenje namre¢ obicajno sprozi majhen neselektiven
ionski tok prek celi¢ne membrane [30].

3.3 Sposobnost vzdrazenja S-HEK v daljsem
casovnem obdobju

Celice so bile med poskusi kar 20 minut izpostavljene
nefizioloskim pogojem (sobna temperatura, pufer Tyrode
namesto gojis¢a). Da bi preverili, ali so po 20 minutah e
zmozne prozenja AP, smo uporabili naslednji protokol.
Vzorec celic smo izpostavili zaporedju 100 ps pulzov na
vsake dve minuti, podobno kot pri vseh drugih poskusih.
A ko smo dosegli prag vzdrazenja, smo do konca poskusa
dovajali pulze pri istem E. Slika 12 prikazuje primer, Kjer
je bil prag vzdraZenja doseZen pri E = 176 V/cm. Z
nadaljnjim dovajanjem 100 us, 176 V/cm pulzov na dve
minuti, so celice vsakic sprozile AP. To pomeni, da celice
S-HEK ohranjajo svojo sposobnost vzdraznosti vsaj 20
minut. Vendar pa opazimo, da se amplituda in §irina AP
z vsakim nadaljnjim pulzom rahlo manj$ata. Vzroki za to
bi lahko bili slede¢i: a) postopna difuzija barvila
ElectroFluor630 iz membrane v notranjost celic, kar
zmanjSuje obcutljivost detekcije, b) rahla spontana
depolarizacija celic S-HEK pri sobni temperaturi, pri
kateri imajo ionski kanali in ¢rpalke, ki ohranjajo
mirovno TMN, zniZzano aktivnost, ¢) kumulativni efekt
Sibke elektroporacije na prozenje AP. Za natancno
razlago so potrebne nadaljnje raziskave. Vsekakor pa ti
rezultati potrjujejo, da podaljSana depolarizacija kot
odziv na pulz pri visokih E (razdelek 3.2) ni povezana z
izgubo sposobnosti prozenja AP, temve¢ je povezana Z
elektroporacijo celi¢énih membran.
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Slika 12: lIzpostavitev sekvenci pulzov 100 ps na 2 min. a)
Zaporedni prikaz vseh 2,8 s dolgih zajemov slik, lo¢enih z
vertikalnimi értami. Cas izpostavitve pulzom in amplituda E
(V/cm) sta oznaena s pus¢icami. b) Prikaz istih zajemov,
poravnanih s ¢asom dovajanja pulzaob t =0 s.
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3.4 Vpliv konfluentnosti celicne kulture

Vpliv konfluentnosti celi¢ne kulture se je izkazal kot
pomemben, saj pri zelo nizki konfluentnosti (< 50 %) ali
pri popolni konfluentnosti (100 %) celice niso prozile
AP. Slika 13 prikazuje razli¢ne konfluentnosti, kjer sicer
ne vidimo celotnega dna komore Lab-Tek, temveé le
opazovano vidno polje. Pri nizki konfluentnosti je mozno
najti manj$e povezane zaplate celic, vendar te med seboj
niso povezane. Pri srednji konfluentnosti (50-70 %) je
mozno najti vecje zaplate, ki so med seboj povezane. Pri
visoki konfluentnosti (> 70 %) je prekrita vecina rastne
povrsine, Se vedno pa je mozno najti manj$a prazna
obmocja brez celic. Pri popolni konfluentnosti pa je
celotna rasna povrsina povsem prekrita s celi¢no kulturo.

Slika 13: Od leve proti desni: primer nizke (< 50 %), srednje
(50-70 %) in visoke (> 70 %) konfluentnosti celic.

Pri srednji in visoki konfluentnosti smo s pulzom
lahko sprozili en ali ve¢ AP, rezultate smo prikazali v
razdelkih 3.1, 3.2 in 3.3. Pri visoki konfluentnosti smo
lahko z enim pulzom sprozili tudi dolgotrajne oscilacije,
tj. spontano periodi¢no prozenje AP. Primer je prikazan
na sliki 14, kjer je bil vzorec celic izpostavljen zaporedju
10 s pulzov. Pri tem vzorcu E < 330 V/cm ni bil dovolj
visok, da bi sprozil AP. Naslednji visji E = 360 V/cm je
sprozil oscilacije. Pri nadaljnjem zajemanju slik na dve
minuti nismo ve¢ prozili pulza, celice pa so oscilirale do
konca opazovanega ¢asa (Skupno 20 minut). Amplituda
oscilacij se je s ¢asom postopoma zmanjSevala.
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Slika 14: Dolgotrajne oscilacije pri  kulturi z visoko
konfluentnostjo, ki jih je sprozil 10 ps, 360 VV/cm pulz, doveden
pri 4. zajemu slik. Vsak segment, lo¢en z vertikalnimi ¢rtami,
predstavlja 2,8 s dolg signal, zajet na vsake 2 min.

Visokokonfluentne kulture so lahko oscilirale oz. prozile
periodi¢ne AP tudi same od sebe brez dovajanja pulza. V
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eni od prej$njih $tudij [31] takSnega periodi¢nega
prozenja AP niso mogli razloziti samo z matemati¢nimi
modeli kanalov Nayl.5 in K;j2.1l. K periodi¢nemu
prozenju tako lahko prispevajo drugi endogeno izrazeni
kanali kot tudi medceli¢ni stiki. Celice v tkivu in v celi¢ni
kulturi tvorijo medceliéne stike. Celice HEK izraZajo
koneksina 43 in 45, kar pomeni, da so prek presledkovnih
stikov povezane med seboj [31], [32], [33]. Povezave
omogocajo tudi elektricno sklopljenost, kar ima lahko
pomemben vpliv na vzdraznost celic S-HEK v kulturi.
Bolj je konfluentna celi¢na kultura, ve¢ je stikov med
celicami, in zato je tudi povezanost med njimi boljsa.
Konfluentnost celi¢ne kulture vpliva tudi na ekspresijo
genov [34], kar bi lahko vplivalo na $tevilo izraZenih
ionskih kanalov.

Pri nizki konfluentnosti celi¢ne kulture nismo zaznali
AP (slika 15), temve¢ so celice pri dovolj visokem E
neposredno presle v podalj$ano depolarizacijo. Prav tako
pri popolni konfluentnosti (100 %) celice niso prozile
AP. Slednje se sklada z ugotovitvami ene izmed prej$njih
S$tudij s celicami S-HEK [35], kjer so celice prenehale
spontano prozenje, ¢e so preve¢ prerasle podlago. Za
podrobnej$o analizo bi bilo treba narediti se veé
ponovitev pri razli¢nih konfluentnostih.
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Slika 15: Pri nizki konfluentnosti celice niso prozile AP, ampak

so neposredno presle v podaljSano depolarizacijo. Primer
vzorca, Ki je bil izpostavljen sekvenci 10 ps pulzov.

4 ZAKLIJUCEK

Celice S-HEK, model vzdraznih celic, pridobljen s
pomoc¢jo genskega inZeniringa, se je izkazal za zelo
koristnega pri raziskavah vpliva elektroporacije na
vzdrazne celice. Z izpostavitvijo celic pulzom razli¢nih
dolZin smo ugotovili, da se s krajsanjem dolzine pulza
povecuje prag elektri¢nega polja (amplitude pulza), ki je
potreben za vzdrazenje. To je znacilno za vse vzdrazne
celice, pri ¢emer soodvisnost dolzine pulza in praga
vzdrazenja imenujemo intenzivnostno-¢asovna krivulja
[36]. Ugotovili pa smo tudi, da se s krajSanjem dolzine
pulza spreminjajo karakteristike AP, natan¢neje, daljsa se
dolzina trajanja AP in ¢as nastopa AP po dovedenem
pulzu. Zanimivo je izpostaviti, da smo pri krajsih pulzih
opazili tudi ve¢jo nakljucnost oz. vecjo razprSenost v
karakteristikah AP v primerjavi z AP, prozenih s 100 ps
pulzi. Daljsanje dolZine AP in zamika v ¢asu proZenja AP
ter ve¢ja naklju¢nost nakazujejo, da pri danih pogojih
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prihaja do elektroporacije celicne membrane. S
poenostavljenim elektricnim vezjem smo ponazorili,
kako nastanek por in drugih poskodb v membrani zaradi
elektroporacije deluje podobno kot veja z nizko
upornostjo, prek katere tece neselektivni tok mimo
ionskih kanalov. Ta neselektivni tok je lahko vzrok za
spremembe karakteristik AP pri pragovnih vrednostih E,
podaljSano depolarizacijo pri vi§jih vrednostih E,
prozenje ve¢ zaporednih AP z enim pulzom ter spontano
periodi¢no prozenje AP (oscilacije) [37], ki smo jih
opazili pri poskusih. Vendar so za natanénejse
razumevanje mehanizmov teh pojavov potrebne
nadaljnje eksperimentalne in teoreticne raziskave.
Rezultati poskusov so pokazali $e, da ima na sposobnost
celic S-HEK, da prozijo AP, pomemben vpliv
konfluentnost celic. Pri nizki in popolni konfluentnosti
nismo mogli sproziti AP. Konfluentnost bi lahko vplivala
na Stevilo stikov med celicami ter njihovo elektri¢no
sklopljenost in/ali na ekspresijo genov ter Stevilo
izraZenih ionskih kanalov. Zato nameravamo v nadaljnjih
raziskavah proucevati tudi vpliv medceli¢nih povezav in
izrazenosti ionskih kanalov na proZenje AP. Vsekakor
uporaba celic S-HEK prinaS§a nove mozZnosti
odgovarjanja na vpraSanja, ki so pomembna za
razumevanje mehanizmov vpliva elektroporacije na
vzdraznost in posledi¢no za nadaljnji razvoj zdravljenj
vzdraznih tkiv, ki temeljijo na elektroporaciji.
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