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1 UVOD S PREDSTAVITIVJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN 

HIPOTEZ/ZNANSTVENIH VPRAŠANJ 

 

1.1 ELEKTROPORACIJA 

Osnovni gradnik vseh živih bitij je celica, ki je obdana z membrano iz fosfolipidnega 

dvosloja. Membrana ločuje notranjost celice od okolja in hkrati zaradi njene selektivne 

prepustnosti določa sestavo celične notranjosti. Selektivna prepustnost onemogoča prosto 

prehajanje večine ionov in bioloških molekul, zato je njihov prehod odvisen od membranskih 

proteinov, ki gradijo ionske kanale in črpalke. Zaradi različnih koncentracij ionov na obeh 

straneh membrane, se na membrani ustvari električna napetost, imenovana mirovna 

membranska napetost oziroma mirovni membranski potencial (Alberts in sod., 2002; Reece 

in sod., 2014). Kadar celico oziroma celično membrano izpostavimo zunanjemu 

električnemu polju, ob tem nastane vsiljena membranska napetost, ki se prišteje vrednosti 

mirovnega membranskega potenciala. Določeno povečanje membranske napetosti lahko 

membrana prenese, vendar pa nekje pride do točke, imenovane kritična napetost (približno 

200 mV ali več, odvisno do trajanja pulza). Pri tem membrana postane nestabilna, zaradi 

česar se spremeni prepustnost membrane za molekule in ione, ki drugače ne ali težko 

prehajajo membrano (Glaser in sod., 1988; Kotnik in sod., 2012; Neumann in Rosenheck, 

1972; Rems in Miklavčič, 2016; Tarek, 2005; Weaver in sod., 1996). Zaradi povečane 

prepustnosti (angl. permeability) pojav imenujemo elektropermeabilizacija ali 

elektroporacija. Slednji izraz izhaja iz prepričanja, da se ob izpostavljenosti zunanjemu 

električnemu polju v membrani pojavijo pore. Vodne molekule, naj bi namreč pod vplivom 

električnega polja vdrle v lipidni dvosloj, zaradi prerazporeditve lipidnih glav pa naj bi se 

oblikovale pore (Kotnik in sod., 2019; Tarek, 2005).  

 

Elektroporacija oziroma pojav povečane prepustnosti membrane, je lahko 

reverzibilna/povratna ali ireverzibilna/nepovratna, odvisno od parametrov električnih 

pulzov, kot so električna poljska jakost, dolžina, število in ponavljalna frekvenca pulzov 

(Rems in Miklavčič, 2016). Če po prenehanju delovanja električnega polja celica ponovno 

vzpostavi fiziološke procese govorimo o reverzibilni elektroporaciji (Rols in Teissié, 1990a). 

O ireverzibilni elektroporaciji pa govorimo, ko po izpostavitvi električnemu polju celica ne 

uspe zaceliti membrane (Rubinsky, 2007) ali kljub zaceljeni membrane ne uspe vzpostaviti 

celične homeostaze in s tem fizioloških procesov zato celica umre (Corrotte in Castro-

Gomes, 2019).  

 

Elektroporacija se uporablja v širokem naboru postopkov v živilski tehnologiji, 

biotehnologiji in medicini. Zaradi netermičnega delovanja elektroporacija nima vpliva na 

okus, barvo in hranilno vrednost tkiv. Ravno zato je primerna za uporabo v živilski 

tehnologiji, kjer omogoča lažje in učinkovitejše pridobivanje rastlinskega soka iz rastlinskih 

tkiv, dehidracijo/sušenje rastlinskega tkiva, učinkovitejšo ekstrakcijo celičnih komponent 

(pigmentov, antioksidantov, metabolitov, sladkorjev in lipidov), nastanek boljšega vina ter 
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učinkovitejše zamrzovanje hrane (Gagneten in sod., 2019; Gómez in sod., 2019; Mahendran 

in sod., 2019; Ozturk in Anli, 2017; Thamkaew in Gómez Galindo, 2020). Poleg tega metoda 

elektroporacije omogoča inaktivacijo in uničenje bakterij v odpadnih vodah, pasterizacijo 

tekočin (sadni sokovi, mleko, pivo) in čvrstih prehrambnih produktov (meso) (Bermúdez-

Aguirre in sod., 2012; Evrendilek in sod., 2019; Gómez in sod., 2019; Montanari in sod., 

2019). V biotehnologiji se elektroporacija uporablja za ekstrakcijo farmacevtsko ali 

medicinsko zanimivih molekul in plazmidov iz mikroorganizmov (Kotnik in sod., 2015). 

Elektroporacija ima pomembno vlogo tudi pri sušenju zelene biomase, ki služi kot vir za 

biogorivo (Golberg in sod., 2016). V nasprotju z biotehnologijo in živilsko tehnologijo, v 

medicini uporabljajo elektroporacijo za vnos molekul v notranjost celice, kot je to pri 

elektrokemoterapiji (Campana in sod., 2019b), genski elektrotransfekciji (genski terapiji z 

elektroporacijo) (Sachdev in sod., 2022) ter vnosu učinkovin v in skozi kožo (Zorec in sod., 

2015). Poleg tega elektroporacija omogoča tudi zlivanje celic (Rems in sod., 2013) in 

netermično odstranjevanje oziroma uničenje tkiva (Aycock in Davalos, 2019; Reddy in sod., 

2019).  

 

V doktorski disertaciji sem se osredotočila predvsem na metode elektrokemoterapije in 

genske elektrotransfekcije z reverzibilno elektroporacijo ter netermičnega odstranjevanja 

tkiva z ireverzibilno elektroporacijo. Te metode so podrobneje predstavljene v naslednjih 

poglavjih. 

 

1.1.1 Reverzibilna elektroporacija 

1.1.1.1 Elektrokemoterapija 

Zdravljenje s klasično kemoterapijo poteka s sistemsko ali lokalno dovedenim 

kemoterapevtikom. Uspešnost zdravljenja je odvisna od uspešnosti vstopa kemoterapevtika 

v celico, kjer se ta veže na genski material tumorske celice in s tem aktivira svoje delovanje. 

Vstop kemoterapevtikov v tumorsko celico omejuje celična membrana, zato je učinkovitost 

takšnega zdravljenja nizka. Lahko pa kemoterapevtiku dodamo elektroporacijo zaradi česar 

se prepustnost membrane poveča in kemoterapevtik vstopi v notranjost celice v veliko večji 

koncentraciji. S tem se poveča učinkovitost zdravljenja in hkrati je koncentracija 

uporabljenega kemoterapevtika lahko manjša, kar omili stranske učinke zdravljenja (Grošelj 

in sod., 2018; Miklavčič in sod., 2014). Tako zdravljenje imenujemo elektrokemoterapija. 

Pri elektrokemoterapiji gre torej za lokalno zdravljenje tumorja s kombinirano uporabo 

kemoterapevtikov in elektroporacijo (Campana in sod., 2019b; Mir in sod., 1991; Okino in 

Mohri, 1987). Ključ za uspešno elektrokemoterapijo je dovolj veliko električno polje in 

zadostna količina kemoterapevtika (Čemažar in sod., 2001, 1998; Miklavčič in sod., 1998; 

Miklavčič in sod., 2006). Najpogosteje uporabljena kemoterapevtika pri elektrokemoterapiji 

sta cisplatin in bleomicin (Gehl in sod., 1998). Pri elektrokemoterapiji tarčnega tkiva ne 

smemo poškodovati, zato se najpogosteje uporablja osem 100 µs dolgih monopolarnih 

pulzov, dovedenih pri poljski jakosti v območju reverzibilne elektroporacije (Jaroszeski in 
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sod., 2000; Mir in sod., 1991; Serša in sod., 1995). Priporočila za izbor elektrod, 

kemoterapevtika, način vnosa kemoterapevtika ter anestezijo glede na velikost, lokacijo in 

število tumorjev so zapisana v zbirki o standardnih protokolih (angl. standard operation 

procedures) (Campana  in sod., 2019b; Gehl in sod., 2018; Mir in sod., 2006) . 

 

Poleg povečanja prepustnosti membrane za kemoterapevtike, se pri elektrokemoterapiji 

pojavijo še drugi pozitivni učinki zdravljenja, kar še poveča uporabno vrednost oziroma 

učinkovitost elektrokemoterapije. Elektrokemoterapija povzroči tudi lokalne poškodbe oz. 

zoženje žil tumorskega ožilja, s čimer se zmanjša pretok krvi skozi tumor. To vpliva na 

zmanjšano dostavo hranil, hkrati pa se zmanjša tudi spiranje kemoterapevtika iz tumorja 

(Jarm in sod., 2010). Novejše študije elektrokemoterapiji pripisujejo tudi aktivacijo 

imunskega sistema, ki vpliva na preostale tumorske celice in oddaljene metastaze (Calvet in 

sod., 2014; Calvet in Mir, 2016; Di Gennaro in sod., 2016; Serša in sod., 2015). 

 

Elektrokemoterapija je učinkovita in relativno uveljavljena terapija za zdravljenje kožnega 

raka (Campana in sod., 2019a; Campana in sod., 2019b; Mali in sod., 2013). V zadnjih letih 

so učinkovitost elektrokemoterapije potrdili tudi pri zdravljenju globlje ležečih tumorjih 

mehkega tkiva (Bianchi in sod., 2016; Campana in sod., 2019b; Edhemovic in sod., 2011; 

Edhemovic in sod., 2014; Gargiulo in sod., 2012; Gasbarrini in sod., 2015; Linnert in sod., 

2012; Tarantino in sod., 2017). Zaradi razmeroma nizke koncentracije uporabljenega 

kemoterapevtika je elektrokemoterapija opredeljena kot varna terapija z malo stranskih 

učinkov (Marty in sod., 2006). 

 

1.1.1.2 Genska elektrotransfekcija 

Reverzibilna elektroporacija se uporablja tudi pri genski terapiji za vnos tujega genskega 

materiala v celico. Celični mehanizem nato s prepisom in sintezo tujega genskega materiala 

omogoči nastanek izbranega proteina ali utišanje gena (Anguela in High, 2019; Ginn in sod., 

2018). Za uspešno gensko terapijo mora tuj genski material prepotovati ovire kot so celična 

membrana, citoplazma in jedrni ovoj. Vnos tujega genskega materiala v celico poteka preko 

virusnih in ne-virusnih vektorjev. Uporaba virusnih vektorjev pogosto povzroči nezaželene 

reakcije kot je aktivacija imunskega odziva (Zhao in sod., 2022), zato v zadnjem času 

narašča zanimanje za ne-virusne vektorje, ki pa so lahko kemični ali fizikalni (Yin in sod., 

2014). Ne-virusna metoda, ki kaže velik potencial za vnos genskega materiala je genska 

terapija z elektroporacijo oziroma genska elektrotransfekcija (angl. Gene Electrotransfer, 

GET) (Lambricht in sod., 2016).  

 

Pri tej metodi električno polje poleg povečanja prepustnosti membrane povzroči tudi 

elektroforezno silo, ki omogoči gibanje negativno nabitega genskega materiala (DNA) v 

bližino celične membrane. Natančen mehanizem metode še ni v celoti znan. V in vivo naj bi 

bil prvi korak prerazporeditev DNA iz mesta injiciranja do tarčnih celic (Sachdev in sod., 

2022), naslednji koraki pa podobni kot v in vitro. Tam naj bi DNA potekal v petih korakih: 
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interakcija izbrane DNA s celično membrano, transport DNA čez membrano, premik DNA 

preko citoplazme do jedra, vstop v jedro in izražanje genov. Glede vstopa DNA v celico 

obstajata dve teoriji. Pri prvi, bolje sprejeti teoriji, pride ob elektroporaciji, do interakcije 

celične membrane z DNA, ki kasneje z endocitozo vstopi v notranjost celice (Escoffre in 

sod., 2011; Faurie in sod., 2010). Po drugi, manj sprejeti teoriji pa naj bi DNA z 

elektroforezno silo vstopila v celico preko ob elektroporaciji nastalih por v membrani 

(Breton in sod., 2012). Vnesena DNA naj bi nato po citoplazmi celice potovala preko 

aktinskega omrežja citoskeleta do bližine jedra (Dauty in Verkman, 2005). Prehod DNA 

preko jedrnega ovoja pa naj bi bil najuspešnejši v času delitve celice, ko je jedrni ovoj 

začasno odsoten (Brunner in sod., 2002).  

 

V onkologiji se genska elektrotransfekcija uporablja za zdravljenje tumorskih tkiv in za 

preventivno zdravljenje oziroma cepljenje (Algazi in sod., 2020; Bhatia in sod., 2020; Heller 

in Heller, 2010; Heller in Heller, 2015). Več desetletne študije izpostavljajo gensko 

elektrotransfekcijo kot varno in učinkovito (Sachdev in sod., 2022). Pred kratkim so 

pokazali, da se genska elektrotransfekcija lahko uporablja tudi pri zdravljenju tumorjev 

preko ex vivo genskega inženiringa, kjer omogoči vstop kompleksa za preurejanje genoma 

v T celice. T celice s spremenjenim genomom začnejo izražati specifične receptorje (angl. 

chimeric antigen receptors, CARs), preko katerih se vežejo na antigene tumorskih celic in 

jih označijo za uničenje (Alzubi in sod., 2021). Klinične študije genski elektrotransfekciji 

pripisujejo tudi vnos CRISPR/Cas9 kompleksov za urejanje genskih zapisov (Fajrial in sod., 

2020) in vnos gole DNA kot metodo cepljenja v luči trenutne epidemije COVID-19 

(Folegatti in sod., 2020; Morrow in sod., 2016; Topol, 2021).   

 

1.1.2 Ireverzibilna elektroporacija/uničenje tkiva 

Ireverzibilna elektroporacija (IRE) je ablacijska metoda, pri kateri pride do celične smrti oz. 

uničenja bolezenskega in tumorskega tkiva brez uporabe kemoterapevtika. Sprva je IRE 

veljala za neželen stranski učinek reverzibilnih elektroporacijskih pulzov. Šele leta 2005 so 

IRE predlagali kot potencialno samostojno metodo za uničenje mehkih tkiv (Davalos in sod., 

2005). IRE predstavlja netermično obliko ablacije, pri kateri uničenje tkiva ne temelji na 

visoki temperaturi kot radiofrekvenčna in mikrovalovna ablaciji ali nizki temperaturi kot 

krioablacija (Cho in sod., 2011; Davalos in sod., 2005; Scheffer in sod., 2014; Swan in sod., 

2013; Tondo in sod., 2018).  

 

V primerjavi z elektrokemoterapijo IRE zahteva večje električno polje in daljšo izpostavitev 

(daljše pulze ali večje število pulzov). Najpogosteje uporabljajo 90 ali več visokonapetostnih 

(1–3 kV) pulzov z dolžino 70-100 µs (Aycock in Davalos, 2019; Cho in sod., 2011; Davalos 

in sod., 2005; Scheffer in sod., 2014; Swan in sod., 2013). Ustrezna postavitev elektrod je 

skrbno načrtovana za vsakega pacienta posebej in zagotavlja natančno pokritje celotnega 

tumorja in minimalen dvig temperature (Aycock in Davalos, 2019). To pripomore tudi k 

https://sl.wikipedia.org/wiki/Gensko_urejanje_CRISPR
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ohranitvi strukture tkiva, ki se nahaja v bližini zdravljenega tkiva kot so žile, živci in 

sečevod. To je še posebej zaželeno pri zdravljenju kirurško težko dostopnih predelov (Chen 

in sod., 2015; Maor in sod., 2007). Danes je IRE relativno uveljavljena elektroporacijska 

metoda za uničenje tumorjev mehkega tkiva jeter, prostate, ledvic in trebušne slinavke 

(Bower in sod., 2011; Geboers in sod., 2020; Guenther in sod., 2019; Lee in sod., 2007; Pech 

in sod., 2011).  

 

IRE bi se lahko uveljavila tudi kot metoda za odstranjevanje tkiva, ki povzroča nastanek 

atrijske fibrilacije (Bradley in Haines, 2020; Stewart in sod., 2019, 2021). Slednja velja za 

najpogostejšo motnjo srčnega ritma in vodi v razvoj številnih srčnih bolezni, ki so poleg raka 

najpogostejši vzrok smrti človeka v 21. stoletju (Ahmad in Anderson, 2021). Pri zdravem 

srčnem tkivu signal za krčenja srca nastane v sinoatrialnem vozlu, od koder signal potuje do 

prekatov. Pravilno širjenje signala je ključno za pravilno krčenje srčne mišice in črpanje krvi. 

Pri atrijski fibrilaciji se v atriju pojavi dodaten signal, ki največkrat izhaja iz pljučne vene. 

Ta signal potuje preko stika med pljučnimi venami in levim atrijem. V tem stiku je zgradba 

tkiva zapletena in drugačna kot v drugih delih srca - srčna mišična vlakna se spontano 

depolarizirajo, prevajanje akcijskega potenciala pa je zelo počasno. Zaradi spremenjene 

električne aktivnosti srca pride do neurejenega krčenja atrijev (Štublar in sod., 2021). To 

povzroči zastajanje krvi v atriju, s tem pa se povečuje nevarnost možganske kapi (Oladiran 

in Nwosu, 2019). Poleg tega atrijska fibrilacija povzroča še druge simptome, kot so občutek 

razbijanja v prsnem košu, utrujenost, slabo počutje, oslabelost in omotica, ki vplivajo na 

kakovost življenja pacienta (Lip in sod., 2016). Zdravljenje atrijske fibrilacije poteka z 

antiaritmični zdravili ali ablacijo tkiva ki generira neustrezne signale. Ker te signale v 

veličini primerov generira tkivo, ki leži v pljučni veni, poseg imenujejo tudi izolacija 

pljučnih ven (angl. pulmonary vein isolation, PVI), s katero prekinemo signal med pljučno 

veno in atrijem (Štublar in sod., 2021). Trenutno najbolj razširjena ablacijska metoda za 

zdravljenje atrijske fibrilacije je radiofrekvenčna ablacija (Štublar in sod., 2021). Pri 

radiofrekvenčni ablaciji skozi konico ablacijskega katetra dovedejo visokofrekvenčni 

izmenični električni tok, ob tem pa se v tarčno tkivo sprosti energija v obliki toplote. Če 

nastala toplota preseže 50°C to povzroči poškodbo tkiva oz. srčnomišične stene (Raatikainen 

in sod., 2017). Poškodba v globini nekaj mm zadošča za poškodbo vseh plasti 

(transmuralnost) srčnomišične stene od endokarda do epidakrada, s čimer se trajno prekine 

prevajanje signala (Kumar in sod., 2015). Ključnega pomena za uspešno zdravljenje je torej 

zadostna globina in neprekinjenost izolacijske linije (Miller in sod., 2012). Glavna 

pomanjkljivost radiofrekvenčne ablacije je ozko temperaturno območje delovanja, zato 

metodo lahko spremljajo nezaželeni stranski učinki, kot so nezadostna poškodba tarčnega 

tkiva ali poškodba okoliškega tkiva, kot sta požiralnik in frenični živec (Calkins in sod., 

2017; Singh in sod., 2013).  

 

Pred kratkim se je pojavila nova metoda ablacije, ki za razliko od radiofrekvenčne ablacije, 

ne temelji na termičnem poškodovanju tkiva, temveč na elektroporaciji tkiva, imenovana 
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ablacija pulzirajočega polja (angl. pulsed field ablation, PFA). Trenutno je PFA predmet 

številnih predkliničnih in kliničnih študij, kjer potrjujejo varnost in učinkovitost PFA 

ablacije (Koruth in sod., 2019; Reddy in sod., 2019, 2021). V nobeni študiji niso zaznali 

tipičnih nezaželenih stranskih učinkov oziroma poškodb okoliškega tkiva, ki navadno 

spremljajo zdravljenje s termično radiofrekvenčno ablacijo (Koruth in sod., 2019; Maor in 

sod., 2019; Stewart in sod., 2019, 2021). Vzrok za to bi bila lahko različna celična/tkivna 

občutljivost na elektroporacijske pulze. Domnevajo, da naj bi bil elektroporacijski prag 

srčnega tkiva namreč nižji od elektroporacijskega praga drugih tkiv (Kaminska in sod., 

2012). Poleg tega zdravljenje z PFA v primerjavi z radiofrekvenčno ablacijo dosega boljšo 

transmuralnost in je vsaj za tretjino časa krajši (Bradley in Haines, 2020; Reddy in sod., 

2019b). Ob nadaljnjem izboljševanju metode PFA, bo slednja verjetno postala prevladujoča 

ablacijska metoda atrijske fibrilacije v klinični praksi, vendar pa je za popolno uveljavitev 

metode potrebno zagotoviti večje razumevanje te metode, njene prednosti in 

omejitve (Haines, 2022).  

 

1.2 VISOKOFREKVENČNI BIPOLARNI PULZI  

Trenutno največkrat uporabljeni pulzi v medicini so monopolarni. Učinkovitost 

elektroporacije je odvisna od parametrov električnih pulzov kot so amplituda, ponavljalna 

frekvenca, število in dolžina, ki pa lahko meri vse od nanosekund pa do milisekund (ms) 

(Rems in Miklavčič, 2016). Tako elektrokemoterapija kot IRE za svoje delovanje 

uporabljata 100 µs dolge pulze, v različnem številu in amplitudi. Kljub visoki učinkovitosti 

elektroporacije pa ima zdravljenje z monopolarni pulzi tudi določne omejitve oziroma 

težave. Dovajanje pulzov je potrebno uskladiti elektrokardiogramom, v izogib nastanku 

motenj srčnega ritma (Ball in sod., 2010). Pacient pulze občuti kot kratko ostro bolečino, ki 

jo spremlja nenadzorovano krčenje mišic. Zaradi nenadzorovanega krčenja mišic lahko pride 

do premika elektrod in potencialnih poškodb tkiva (Aycock in Davalos, 2019; Scheffer in 

sod., 2014). Pri dovajanju 100 µs dolgih pulzov, naj bi do vzdraženja živčnih vlaken prišlo 

pri veliko nižji amplitudi, kot je potrebna za IRE, kar pomeni, da do vzdraženja živčnih 

vlaken pride v večjem področju okoli elektrod (Mercadal in sod., 2017). Poleg neprijetnosti 

ob zdravljenju, ki jih pacient občuti, pa so prisotne tudi drugi stranski učinki zdravljenja. V 

okolici elektrod zaradi elektrokemijskih reakcij pride do sprememb pH-ja (Klein in sod., 

2019; Olaiz in sod., 2014) in nastanka mehurčkov (Mahnič-Kalamiza in Miklavčič, 2020). 

Res je, da uporaba mišičnih relaksantov in anestezija, v primeru globlje ležečih tumorjev, 

pripomoreta k boljšem/prijetnejšem zdravljenju, vendar bi bila najbolj optimalna rešitev 

minimiziranje vzdraženja živčnih vlaken in elektrokemijskih reakcij (Gudvangen in sod., 

2022).  

 

Pri iskanju pacientu prijaznejših pulzov, so ugotovili, da višja frekvenca pulzov in uporaba 

zelo kratkih pulzov zmanjša mišično krčenje. Ob povečanju ponavljalne frekvence iz 1 Hz 

na 5 kHz, je bil občutek bolečine sicer manjši kot prej, vendar še vedno neprijeten (Miklavčič 

in sod., 2005; Zupanič in sod., 2007). Na podlagi in vitro študij so ugotovili, da imajo kratki 
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nanosekundi pulzi zelo nizko učinkovitost pri depolarizaciji vzdražnih celic (Azarov in sod., 

2019; Bagalkot in sod., 2019; Bowman in sod., 2010; Hristov in sod., 2018; Wang in sod., 

2009). Prag elektroporacije vzdražnih celic z nanosekundnimi pulzi naj bi bil nižji kot je 

prag za nastanek akcijskega potenciala. Akcijski potencial, ki sledi elektroporaciji oziroma 

povečani prepustnosti membrane z nanosekundnimi pulzi, naj bi nastal kot posledica izgube 

mirovnega membranskega potenciala po elektroporaciji (Azarov in sod., 2019; Pakhomov 

in sod., 2017; Wang in sod., 2009), medtem ko naj bi pri daljših pulzih (100 µs) prišlo do 

nastanka akcijskega potenciala pred elektroporacijo oziroma povečano prepustnostjo 

membrane, saj je prag za nastanek akcijskega potenciala nižji od pragu elektroporacije. 

Vzrok za drugačno dinamiko celic po izpostavitvi različnim pulzom si lahko razlagamo z 

minimalnimi časovnim intervalom, ki je potreben za odpiranje napetostno občutljivih 

ionskih kanalov (Pakhomov in Pakhomova, 2020).  

 

Na področju ireverzibilne elektroporacije v zadnjih letih opisujejo novo obliko 

elektroporacijskih pulzov, pri kateri bi bil lahko postopek zdravljenja z elektroporacijo 

pacientom bolj prijazen kot trenutna uveljavljena (monopolarna) oblika pulzov (Arena in 

sod., 2011). Takšen način zdravljenja so poimenovali visokofrekvenčna ireverzibilna 

elektroporacija (ang. high frequency irreversible electroporation, HFIRE). 

Visokofrekvenčne bipolarne pulze sestavljajo vlaki zelo kratkih pulzov, ki si sledijo v 

izmenjujoči se polariteti. Nova oblika pulzov odpravlja zgoraj navedene pomanjkljivosti 

monopolarnih pulzov, hkrati pa je učinkovitost visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov ob 

povišanju amplitude ali števila pulzov enakovredna učinkovitosti monopolarnih pulzov 

(Arena in sod., 2011; Siddiqui in sod., 2016, 2017). Glavna posebnost visokofrekvenčnih 

bipolarnih pulzov je torej odsotnost nenadzorovanega krčenja mišic. V nasprotju s klasično 

IRE, pri terapiji z visokofrekvenčnimi bipolarnimi pulzi tako ne potrebujemo mišičnih 

relaksantov in sinhronizacije z srčnim utripom, kar močno olajša sam proces in trajanje 

terapije (Siddiqui in sod., 2016). Potencialno uporabo visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov 

so v zadnjih letih prepoznali tudi za ablacijo srčne mišice, kjer je odsotnosti vzdraženja 

napetostno občutljivih mišičnih celic, in odsotnost nastanka mehurčkov v krvi srca še 

posebej pomembno. V nasprotju z drugimi ablacijski metodami lahko pri PFA tudi 

spreminjajo veliko več parametrov, s čimer vplivajo na samo učinkovitost ablacije (Reddy 

in sod., 2018, 2019). Neustrezno spreminjanje parametrov pa lahko povzroči tudi termične 

poškodbe, zato je poznavanje delovanja visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov, tako 

parametrov in posebnosti, ki jih prinaša ta oblika pulza, ključna za čim uspešnejšo uporabo 

v kliniki.  

  

V primerjavi s klasičnimi monopolarnimi pulzi imajo visokofrekvenčni bipolarni pulzi 

kompleksnejšo strukturo in večje število parametrov, saj lahko poleg dolžine, števila, 

frekvence in amplitude pulzov nadzorujemo tudi časovni zamik med pozitivno in negativno 

fazo bipolarnega pulza, ponavljalno frekvenco, število pulzov v vlaku in zamik med vlaki 

pulzov. Poleg tega imata lahko pozitivna in negativna faza različne amplitude in dolžine 
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(Pirc in sod., 2021). Posledično to pomeni več spremenljivk, ki vplivajo na učinek 

elektroporacije (Slika 1).  

 

 
Slika 1: Shema monopolarnih pulzov (zgoraj) in visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov (spodaj). Pri 

visokofrekvenčnih pulzih so vlaki bipolarnih pulzov (b) ločeni z ponavljano frekvenco 1 Hz, en vlak pulzov 

pa je sestavljen iz številih (Np) bipolarnih pulzov (p), ki so med seboj ločeni s časovnim zamikom v dolžini 

d2. Vsak bipolaren pulz pa je sestavljen iz pozitivne in negativne faze pulza dolžine Tp, med njima pa je kratek 

časovni zamik (d1).  

 

Visokofrekvenčne bipolarne pulze si lahko predstavljamo kot sestav enostavnejših oblik 

pulzov, ki pa so jih v preteklosti že raziskovali z namenom bolšjega razumevanja delovanja 

elektroporacije. Ali se posebnosti teh enostavnejših pulzov in njihove posebnosti odražajo 

tudi v obliki visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov in v kolikšni meri to vpliva na učinkovitost 

elektroporacije z visokofrekvenčnimi bipolarnimi pulzi pa zaenkrat ostaja neraziskano. Prva 

posebnost je tako imenovan izničevalni učinek (angl. cancellation effect), kjer si pozitivna 

in negativna faza pulza sledita zelo hitro, zato drugi pulz (t.i. negativna faza) izniči učinek 

prvega (t.i. pozitivne faze) (Ibey in sod., 2014; Pakhomov in sod., 2014; Schoenbach in sod., 

2015). Pojav so odkrili pri nanosekundnih pulzih, ob primerjavi učinkovitosti posameznega 

bipolarnega pulza v primerjavi z monopolarnim pulzom enake dolžine (seštevek dolžine 

negativne in pozitivne faze bipolarnega pulza je enak dolžini monopolarnega pulza). Kljub 
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enaki količini dovedene energije obeh oblik pulzov, je učinek bipolarnega pulza zaradi 

izničevalnega učinka manjši kot pri monopolarnem pulzu (Ibey in sod., 2014; Pakhomov in 

sod., 2014; Schoenbach in sod., 2015). Vse kaže, da se izničevalni učinek z večjo dolžino 

pulza izgubi, saj imajo daljši bipolarni pulzi enako ali celo boljšo učinkovitost kot 

monopolarni pulzi kljub enaki količini dovedene energije (Kotnik in sod., 2003; Kotnik in 

sod., 2001; Kotnik in sod., 2001).  

 

Naslednja posebnost je preučevanje učinka vlakov monopolarnih pulzov oz. deljenje enega 

daljšega vlaka pulzov na več krajših vlakov pulzov. Elektroporacija celic z enim daljšim 

monopolarnim pulzom, naj bi bila manj uspešna, kot če so ti pulzi razdeljeni na več krajših 

vlakov monopolarnih pulzov. Elektroporacija v primeru delitve na več vlakov poteka dlje 

časa ob enako veliki dovedeni energiji, kar pripomore tudi k manjšemu segrevanju tarčnega 

tkiva. Pri tem naj bi prvi vlak pulzov povečal občutljivost celic na električne pulze, zato naj 

bi bile celice ob naslednjem vlaku nanj bolj občutljive. Podaljševanje časa med vlaki torej 

povečuje učinkovitost elektroporacije monopolarnih pulzov. Opisan pojav so imenovali 

elektrosenzitizacija (Jiang in sod., 2014; Pakhomova in sod., 2011; Pakhomova in sod., 

2013). Nadaljnje študije so pokazale, da so ti fenomeni odvisni od elektroporacijskega pufra 

(Dermol in sod., 2016).  

 

Eden od pomembnih parametrov, ki verjetno vpliva na elektroporacijo je elektroporacijski 

pufer. Znano, je da ima lahko elektroporacijski pufer, zaradi sestave, osmolarnosti ter 

prevodnosti pomemben vpliv na učinek elektroporacije in vitro (Barrau in sod., 2004; 

Pucihar in sod., 2001; Rols in Teissie, 1989; Rols in Teissié, 1990b). Sicer velja, da je 

preučevanje delovanja in posebnosti pulzov do določene mere najlažje in vitro, je pri tem 

potrebno upoštevati posebnosti, ki pa jih v in vivo pogojih ni, kot na primer elektroporacijski 

pufer. Posledično, ne vemo ali so od elektroporacijskega pufra odvisni učinki 

elektroporacije, kot na primer izničevalni učinek in elektrosenzitizacija, prisotni tudi v in 

vivo pogojih in če so, do kakšne mere. Kljub temu da na podlagi raziskav opravljenih v 

različnih pufrih ne dobimo vedno uporabnih informaciji preko katerih lahko sklepamo o 

dogajanju in vivo, pa so ti podatki pomembni za optimizacijo pogojev in vitro študij (Mattes, 

2020). 

 

1.3 VEČKRATNO ZDRAVLJENJE Z ELEKTROPORACIJO 

Pri elektrokemoterapiji in ireverzibilni elektroporaciji gre večinoma za enkratno terapijo. V 

primeru delnega/nepopolnega odgovora pa je potrebno terapijo ponoviti. Pri tem se pojavi 

vprašanje učinkovitosti, ali le-ta ob ponovitvi ostane enaka ali je slabša. Medtem ko je učinek 

različnih parametrov pulzov raziskovan tako v in vivo kot v vitro študijah, pa se o učinkih 

ponovnega zdravljenja oziroma ponovne izpostavitve celic električnim pulzom, ne ve veliko. 

Niti, če lahko celice razvijejo odpornost na električne pulze in s tem postanejo nanje manj 

občutljive, kar bi lahko pomenilo manjšo učinkovitost ponovnega zdravljenja.  
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Obstoječe raziskave so bili izvedene na tumorskih celicah in bakterijah. Tumorske celice naj 

bi že po enkratni izpostavljenosti električnemu polju postale manj občutljive na nadaljnje 

izpostavitve električnemu polju. Pri tem pa je celotna študija zajemala zgolj dve generaciji 

(Shao in sod., 2017). Bolj natančno preverjanje razvoja odpornosti na električne pulze so 

izvedli na bakterijah Pseudomonas putida, ki so v velikem številu prisotne v odpadnih 

vodah. Bakterije so, izpostavljali električnemu polju kar 30 generacij. V vsem tem času niso 

zaznali, da bi prišlo do razvoja odpornosti bakterij na elektroporacijske pulze (Gusbeth in 

sod., 2009). Dosedanje študije večkrat izpostavljenih celic električnim pulzov so si 

nasprotujoče, prekratke ali za namen zdravljenja tumorskega tkiva neustrezne. Za boljšo 

uporabo elektroporacije v medicini, tako iz vidika reverzibilne elektroporacije kot 

ireverzibilne elektroporacije, ob ponovni rasti tumorja, ob ponovni vzpostavitvi atrijske 

fibrilacije, kot tudi ob večkratni genski elektrotransfekciji, je torej nujno razumevanje 

učinkovitosti večkratnega zdravljenja z elektroporacijo. 

 

1.4 AKTIVACIJA IMUNSKEGA SISTEMA PO ELEKTRPORACIJI 

Aktivacija imunskega sistema pacienta, naj bi izboljšala izid zdravljenja z reverzibilno 

(Calvet in sod., 2014; Calvet in Mir, 2016; Serša in sod., 2015; Serša in sod., 1997) kot tudi 

z ireverzibilno elektroporacijo (Bulvik in sod., 2016; José in sod., 2012; Pandit in sod., 2019; 

Scheffer in sod., 2019; Vogl in sod., 2009; White in sod., 2018). Poleg uničenega tarčnega 

tumorskega tkiva, aktiviran imunski sistem lahko vpliva tudi na oddaljene metastaze. 

Aktivacija imunskega sistema pri elektroporaciji bi bila lahko posledica imunogene celične 

smrti (angl. immunogenic cell death, ICD) elektroporiranih celic. Pod ICD se šteje kakršna 

koli oblika celične smrti (programirana ali neprogramirana), ki povzroči aktivacijo 

imunskega sistema. Ob ICD se iz celic sproščajo posebne signalne molekule imenovane 

molekulski vzorci s povezani poškodbo/nevarnostjo (angl. damage-associated molecular 

patterns or danger-associated molecular patterns, DAMP) (Chaplin, 2010; Diercks in Kluin, 

2016; Kellie in Al-Mansour, 2017). Gre za signalne molekule, ki se sproščajo iz umirajočih 

celic in delujejo kot notranji signal za poškodbe/nevarnost. Pri nepoškodovanih celicah se 

večina DAMP molekul nahaja v celični notranjosti (Roh in Sohn, 2018), kjer opravljajo 

specifične funkcije. Ob poškodbi pa pride do aktivnega ali pasivnega prenosa DAMP 

molekul v izvencelični prostor oziroma na površino celic, kjer prevzamejo vlogo signalne 

molekule (Gong in sod., 2019; Kato in Svensson, 2015; Obeid in sod., 2007; Patel, 2018). 

Kot signalna molekula se vežejo na vzorčno prepoznavne receptorje (angl. pattern 

recognition receptors, PRR), ki jih nosijo celice imunskega sistema, natančnejše fagociti 

(Kato in Svensson, 2015; Rock in sod., 2011). Fagociti, kot so makrofagi, ob fagocitozi tujih 

molekul oziroma DAMP molekul izločajo vnetne mediatorje, ki sprožijo vnetno reakcijo. 

Stopnjo poškodbe oz. stresa odraža količina DAMP molekul, saj v odvisnosti od 

koncentracije DAMP molekul lahko pride do zdravljenja preko blage vnetne reakcije ali 

uničenja oz. fibroze tkiva preko močnega vnetja (Stoecklein in sod., 2012). Fagociti nato 

ustrezno razgrajene tuje molekule predstavijo celicam T pomagalkam in s tem sprožijo 

specifičen imunski odziv. Razvijejo se limfociti B in T, ki se diferencirajo v spominske 
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limfocite. Slednji se ob vztrajanju tujka/tumorskih celic ali njegovi ponovni izpostaviti 

preoblikujejo v efektorske celice, ki odstranjujejo tujke (Kreiger in sod., 2011). Umirajoče 

tumorske celice, podvržene imunogeni celični smrti, naj bi tako delovale kot in situ cepivo, 

in tako pripomogle k uničenju preostalih tumorskih celic v telesu in vzpostavitvi dolgoročne 

proti-tumorske imunosti (Serša in sod., 2015). 

 

Preučevanju imunogene celične smrt in vitro poteka preko detekcije številnih DAMP 

molekul v izvenceličnem prostoru, med katerimi so najbolj znane adenozintrifosfat (angl, 

adenosine triphosphate, ATP), kalretikulin (angl. calreticulin, CRT) in protein HMGB1 

(angl. high mobility group box 1 protein) (Roh in Sohn, 2018; Zhou in sod., 2019). 

Elektroporacija s povečanjem prepustnosti membrane omogoča prehod molekulam, ki 

drugače ne prehajajo membrane, vključno z DAMP molekulami. Izvencelični ATP je v 

zgodnjem raziskovanju elektroporacije služil kot molekula za potrditev povečane 

prepustnosti membrane (Rols in sod., 1998; Rols in Teissié, 1990a; Sixou in sod., 1991; 

Volker in sod., 1989). Šele študije zadnjih let ATP molekulo pri elektroporaciji prištevajo 

med DAMP molekule, ključno za aktivacijo imunogene celične smrti (Calvet in sod., 2014). 

V splošnem je potek imunogene celične smrti povzročen z elektroporacijo neznan, saj je 

razen iztekanja ATPja, izpust ostalih DAMP molekul v odvisnosti od elektroporacijskih 

pulzov slabo raziskan.  

 

Trenutno razumevanje signalnih poti vpletenih odziv imunskega sistema je slabo. V 

prihodnosti bi lahko znanje o teh signalnih poteh potencialno izboljšalo uporabe 

elektroporacije v kliniki. Razumevanje prepletenosti ireverzibilne elektroporacije in 

aktivacije imunskega odziva je pomembno tudi iz vidika nastanka fibroznega tkiva. 

Potencial pa kaže tudi imuno terapija v kombinaciji z elektroporacijo (Imran in sod., 2022). 

Ker bi vzrok za aktivacijo imunskega odziva pri zdravljenju z elektroporacijo lahko ležal v 

mehanizmu celične smrti pri elektroporaciji bo potrebno posebno pozornost posvetiti tudi 

raziskovanju celične smrti, ki po povzročijo elektroporacijski pulzi sami in v kombinaciji z 

kemoterapevtiki.  

 

Načeloma velja, da je preživetje celic odvisno od njihove sposobnosti ohranjanja 

homeostaze ob stalnem prilagajanju na zunanje in notranje dražljaje. Ko je intenziteta 

dražljaja prevelika in se celice nanj ne morejo več prilagoditi, nastane celična poškodba, ki 

povzroči porušenje celične homeostaze (Miller in Zachary, 2017). Prav to se zgodi tudi pri 

elektroporaciji, kjer dražljaj povzroči nastanek poškodb oz. por v membrani in tako poruši 

celično homeostazo. Rezultat poškodbe celice je reverzibilna ali ireverzibilna 

elektroporacija, odvisno od celičnih popravljalnih mehanizmov. Elektroporacija povzroči 

prehod celice skozi tri faze - nastanek poškodbe, popravljanje in celična smrt. Mehanizem 

vsakega od teh ob elektroporaciji je zaenkrat slabo raziskan, vendar pa zaradi vse večjega 

zanimanja uporabe ireverzibilne elektroporacije v medicini vedno bolj pomemben.  
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V literaturi je opisanih nekaj celičnih poškodb, ki nastanejo ob elektroporaciji in potencialno 

vplivajo na potek celične smrti pri elektroporaciji. Elektroporacija primarno povzroči 

poškodbo plazemske membrane nastanka pojava por v membrani. Celica je zato podvržena 

osmotskemu neravnotežju. Ca2+ ioni vdrejo v celico in poruši se znotrajcelična homeostaza. 

ATP izteče iz celic, kar vodi do pomanjkanja energetsko bogatih molekul znotraj celice 

(Gibot in sod., 2020; Pakhomova in sod., 2014; Rols in Teissié, 1990a). Nastanejo tudi 

kisikove reaktivne spojine ter oksidativne poškodbe nenasičenih lipidov v membrani 

(Teissie, 2017; Wiczew in sod., 2020). Signalne poti bioloških molekul (Ca2+, ATP in ROS) 

na katere vpliva elektroporacija se v celici močno prepletajo, zato je primaren vzrok 

poškodbe pri elektroporaciji težko določiti (Brookes in sod., 2004). Elektroporacijski pulzi 

pa lahko vplivajo tudi na večje molekule. Spremenijo lahko konformacijo in strukturo 

proteinov, posredno pa povzročijo tudi poškodbe DNA (Chafai in sod., 2019; Hekstra in 

sod., 2016). Posebno skupino pulzov predstavljajo nanosekundi pulzi, ki povzročijo tudi 

poškodbe membran celičnih organelov, kot je mitohondrij (Beebe, 2017; Napotnik Batista 

in sod., 2012). 

 

Ključnega pomena za preživetje celice je aktivacija popravljalnih mehanizmov, ki s 

celjenjem membrane celici omogočijo ponovno vzpostavitev celične homeostaze in s tem 

njeno preživetje (Corrotte in Castro-Gomes, 2019). Velikost por, ki nastanejo v plazemski 

membrani pri elektroporaciji je ocenjena na velikost do 100 nm (Bowman in sod., 2010). 

Medtem, ko se pri sobni temperaturi ali optimalnih 37°C membrana po elektroporaciji 

povrne v prvotno stanje že v nekaj minutah po elektroporaciji, pri nizkih temperaturah (4°C) 

za svojo zacelitev membrana potrebuje tudi ure (Kotnik in sod., 2019). Poleg temperature 

imajo na popravljalne mehanizme vpliv tudi parametri pulzov (Gabriel in Teissie, 1994; 

Jakstys in sod., 2020; Rols in Teissié, 1990a; Saulis in Saule, 2012), koncentracija Ca2+ v 

elektroporacijskim pufru (Ciobanu in sod., 2018), sestava elektroporacijskega pufra (Gabriel 

in Teissie, 1994; Rols in Teissié, 1990b) in nastanek ROS (Gabriel in Teissie, 1994). 

Natančni popravljalni mehanizem elektroporirane membrane zaenkrat ostaja neznan, vendar 

pa obstaja nekaj teorij. Najmanjše poškodbe membrane velikosti nekaj nanometrov, naj bi 

se zacelile spontano (Cooper in McNeil, 2015; Levine in Vernier, 2010). Pri večjih 

poškodbah pa naj bi se uvihki poškodovanih delov membrane odstranili preko endocitoze, 

eksocitoze lizosomov (Hai in Spira, 2012) ali preko ESCRT (angl. endosomal sorting 

complexes required for transport) kompleksa (Ding in sod., 2017). Medtem ko predvidevajo, 

da naj bili pri celjenju membrane poškodovane z mikrosekundnimi in milisekundnimi pulzi 

vpleteni enaki ali podobni popravljalni mehanizmi pri katerih imajo pomembno vlogo 

lizosomi (Silve in sod., 2014), pa to ne velja za nanosekunde pulze. Ti namreč povzročijo 

prekinitve mreže mikrotubolov, zaradi česar je notrajcelična migracija lizosomov 

onemogočena (Thompson in sod., 2018; Thompson in sod., 2014).  

 

Kljub uspešnemu celjenju membrane pa včasih celice ne uspejo vzpostaviti homeostaze, zato 

celica umre. Elektroporacija lahko sproži različne oblike celičnih smrti v odvisnosti od 
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parametrov pulzov, tipa celic ali tkiva in ostalih dejavnikov. Apoptoza je najpogosteje 

opisana celične smrti, ki jo sproži elektroporacija tako pri in vivo (Arena in sod., 2011; Chai 

in sod., 2017; Faroja in sod., 2012; Mercadal in sod., 2020; Ringel-Scaia in sod., 2019; 

Scheffer in sod., 2014) kot pri in vitro študijah ob uporabi nanosekundnih (Beebe in sod., 

2003; Beebe in sod., 2013; Ren in Beebe, 2011), mikrosekundnih (Kaminska in sod., 2012; 

Mercadal in sod., 2020; W. Zhou in sod., 2012) in milisekundnih pulzov (Matsuki in sod., 

2010). Poleg apoptoze so pri elektroporaciji potrdili tudi nekrozo celic. V neposredni bližini 

elektrod je namreč električno polje najvišje, kar se lahko odraža tudi v termičnih poškodbah 

celic, ki povzročijo nekrozo celic (Žmuc in sod., 2019).  

 

Nekroza je dolga leta velja za neprogramirano celično smrt, vendar pa novejše študije 

opisujejo aktivacijo določenih signalnih poti, kar kaže da je nekroza deloma programirana 

celična smrt (Festjens in sod., 2006; Proskuryakov in sod., 2003). V zadnjem času se je 

pojavila nova nomenklatura celične smrti, ki celičnih smrti ne deli več na nekrozo, apoptozo 

ter avtofagijo, temveč na podlagi morfološkega, biokemijskega in funkcijskega vidika 

definira številne nove poti celične smrti (Galluzzi in sod., 2018). Na področju elektroporacije 

so do sedaj in vitro potrdili dve novi poti celične smrti in sicer nekroptozo (angl. necroptosis) 

in piroptozo (angl. pyroptosis). Za obe pa je značilno sproščanje DAMP molekul oziroma 

imunogena celična smrt (Calvet in sod., 2014; Mercadal in sod., 2020; Ringel-Scaia in sod., 

2019).  
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1.5 HIPOTEZE 

 

V okviru problematike in načrtovanega raziskovalnega dela doktorske disertacije smo 

postavili naslednje hipoteze, katerih potrditev ali zavrnitev bo prispevala k izboljšanju metod 

elektroporacije v medicini.  

 

• Učinek elektroporacije visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov je manjši od 

nizkofrekvenčnih monopolarnih pulzov pri enaki dovedeni energiji in amplitudi ter 

odvisen od elektroporacijskega pufra.  

 

• Večkratna izpostavljenost električnemu polju povzroči razvoj rezistence na električne 

pulze. 

 

• Parametri električnih pulzov vplivajo na iztek molekulskih vzorcev povezanih z 

nevarnostjo (DAMP) iz celic. 
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2 ZNANSTVENA DELA 

 

2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 

 

2.1.1 Izničevalni učinek visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov je prisoten pri 

reverzibilni in ireverzibilni elektroporaciji 

 

Polajžer T., Dermol–Černe J., Reberšek M., O’Connor R., Miklavčič D. 2020. Cancellation 

effect is present in high-frequency reversible and irreversible electroporation. 

Bioelectrochemistry, 132: 1-11 

 

Uporaba visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov naj bi bila pri zdravljenju z 

elektrokemoterapijo kot tudi pri ablaciji tkiva z elektroporacijo pacientu prijaznejša, saj ti ne 

povzročajo bolečine in nenadzorovanega krčenja mišic. Učinkovitost visokofrekvenčnih 

bipolarnih pulzov, tako iz vidika povečane prepustnosti membrane kot vpliva na preživetje 

celic, je ob povečanju amplitude primerljiva z monopolarnimi pulzi (8x100 µs), ki so 

trenutno uveljavljeni za uporabo v medicini, vendar je pri tem potrebno povečati amplitudo. 

Vzrok za višjo amplitudo pulzov visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov bi lahko bil v njihovi 

obliki, kjer si veliko število zelo kratkih pulzov sledi v izmenjujoči se polariteti. Znotraj 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov bi lahko prišlo do tako imenovanega izničevalnega 

učinka, kjer si pulza različnih polaritet sledita zelo hitro in ob tem učinek prvega pulza izniči 

učinek z drugega pulza. V študiji smo na celični liniji CHO v različnih elektroporacijskih 

pufrih prisotnost izenačevalnega učinka visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov potrdili pri 

ireverzibilni elektroporaciji oziroma vplivu na preživetje celice. Pri preučevanju povečane 

prepustnosti membrane, je bil izničevalni učinek visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov v 

nizkoprevodnem elektroporacijskem pufru odsoten, ob višanju prevodnosti pufrov pa se 

izničevalni učinek spet pojavi. Moč izničevalnega učinka visokofrekvenčnih bipolarnih 

pulzov je pogojena tako z dolžino pulzov pozitivne in negativne faze bipolarnega pulza (1-

10 µs), kot tudi z dolžino časovnega zamika med pozitivno in negativno fazo bipolarnega 

pulza (0,5 µs – 10 ms). V splošnem velja, da daljši pulzi in daljši zamik povzročita manj 

izrazit izničevalni učinek. Vzrok za nastanek izničevalnega učinka lahko deloma pojasnimo 

z aktivnim praznjenjem celične membrane (ang. assisted discharge). Ker izničevalni učinek 

še ni v celoti pojasnjen smo testirali tudi hipotezo o hiperpolarizaciji celice zaradi vdora 

kloridnih ionov, ki pa je nismo uspeli potrditi.  
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2.1.2 Razvoj spremenjene občutljivosti celične linije CHO ob večkratni 

izpostavljenosti elektroporacijskim pulzom in vitro 

 

Polajžer T., Miklavčič D. 2020. Development of adaptive resistance to electric pulsed field 

treatment in CHO cell line in vitro. Scientific Reports, 10: 9988 

 

Terapije, ki temeljijo na elektroporaciji (elektrokemoterapija, genska elektrotransfekcija, 

netermično uničenje tkiva z ireverzibilno elektroporacijo, ablacija srčnega tkiva) so 

predvsem za enkratne terapije. Včasih pa se zgodi, da zdravljenje ni bilo popolnoma 

uspešno, zato je potrebno terapijo ponoviti, a se o učinkovitosti ponovnega zdravljenja ne ve 

veliko. V naši študiji smo preverili možnost razvoja povečane odpornosti celic na 

elektroporacijske pulze. CHO celice smo dolgoročno (30 zaporednih generacij) izpostavljali 

elektroporacijskim pulzom. Razvoj povečane odpornosti celic smo preverili pri vsaki peti 

generaciji, preko izdelave krivulji, ki prikazujejo povečano prepustnost membrane in 

preživetje celic po elektroporaciji. V nobeni od teh generacij nismo zaznali statistične razlike 

med kontrolo skupino ter celicam izpostavljenim elektroporacijskim pulzom. S to študijo 

ponujamo dokaz, da elektroporacija ne vpliva na celice na način, da bi te postale manj (ali 

bolj) občutljive na elektroporacijske pulze. Naši rezultati kažejo, da lahko zdravljenje z 

elektroporacijskimi metodami uporabimo večkrat, pri tem pa lahko pričakujemo, da bo 

učinek vsakega nadaljnjega zdravljenja enakovreden prvotnemu zdravljenju.  
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2.1.3 In vitro analiza sproščenih molekulskih vzorcev povezanih s poškodbo iz celic 

po elektroporaciji 

 

Polajžer T., Jarm T., Miklavčič D. 2020. Analysis of damage-associated molecular pattern 

molecules due to electroporation of cells in vitro. Radiology and Oncology, 54: 317-328 

 

Celice lahko umrejo po poti imunogene celične smrti, pri kateri se iz celic sproščajo 

molekulski vzorci povezani s poškodbo (DAMP). DAMP molekule se vežejo na celice 

imunskega sistema. Ob tem se sproži kaskada dogodkov aktivacije imunskega sistema, od 

sproščanja vnetnih mediatorjev do priklica celic imunskega sistema, kar povzroči uničenje 

preostalih tumorskih celic. Aktivacija imunskega sistema je pomemben sestavni del pri 

zdravljenju tumorja z elektrokemoterapijo (ECT) in ireverzibilno elektroporacijo (IRE). V 

tej študiji smo suspenzijo celic, pridobljenih iz ovarijev kitajskega hrčka, izpostavili 100 µs 

dolgim pulzom. Sproščanje DAMP molekul – natančneje: adenozintrifosfata (ATP), 

kalretikulina, nukleinskih kislin in sečne kisline smo preučevali v različnih časih po 

izpostavitvi elektroporacijskim pulzom različnih amplitud. Ocenili smo statistično 

korelacijo med sproščanjem DAMP in povečano prepustnostjo membrane ter preživetjem 

celic, oziroma med sproščanjem DAMP in reverzibilno ter ireverzibilno elektroporacijo. Na 

splošno se sproščanje DAMP molekul povečuje z naraščajočo amplitudo pulza. 

Koncentracija DAMP molekul je odvisna od časovnega intervala med izpostavljenostjo celic 

elektroporaciji in analizo. Stabilnost nekaterih DAMP molekul je časovno odvisna, kar je 

potrebno upoštevati pri načrtovanju poskusov detekcije DAMP molekul po elektroporaciji. 

Koncentracija večine DAMP molekul močno korelira s celično smrtjo. V analiziranih 

vzorcih pa nismo zaznali sečne kisline. Sproščanje DAMP molekul bi lahko služilo kot 

marker za predvidevanje tipa celične smrti. Razumevanje sproščanja DAMP molekul ima 

velik vpliv na zdravljenje z elektroporacijo, saj bi lahko tako bolje nadzorovali prisotnost 

DAMP molekul, ki je glede na cilj terapije različno zaželena. Pri elektrokemoterapiji je 

aktivacija imunskega sistema zaželena, saj pripomore k uničenju tumorskih celic, medtem 

ko sproščanje DAMP pri ablaciji srčnega tkiva lahko povzroči močnejše vnetje in fibrozo 

tkiva.  
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2.1.4 Celična smrt zaradi elektroporacije 

 

Batista Napotnik T., Polajžer T., Miklavčič D. 2021 Cell death due to electroporation – A 

review. Bioelectrochemistry, 141: 107871 

 

Pri elektroporaciji celice izpostavimo kratkotrajnim električnim pulzom, kar povzroči 

začasno povečanje prepustnosti membrane. Reverzibilno elektroporacijo uporabljamo za 

vnos genov in povečan vnos zdravil v celico. Ireverzibilno elektroporacijo (katere izid je 

smrt celice) pa uspešno uporabljamo kot metodo netermične ablacije mehkih tkiv, kot so 

tumorji ali srčno tkivo. Na izid zdravljenja s terapijami, ki temeljijo na elektroporaciji, lahko 

vplivajo tudi mehanizmi celične smrti, na katere vlivajo tudi različni parametri električnih 

pulzov in pogoji pri različnih terapijah. V pregledni članek smo vključil vso literaturo, ki 

smo jo našli preko podatkovne zbirke Pubmed ob iskanju z gesli ‘‘Electroporation cell death 

apoptosis”, ‘‘Electroporation cell death necrosis”, ”Electroporation cell death necroptosis”, 

‘‘Electroporation cell death pyroptosis”, ‘‘Electroporation cell death pyroptotic”, 

‘‘Electroporation nanosecond apoptosis”, ‘‘Electroporation nanosecond necrosis”, 

‘‘Electroporation calcium cell death”, in ‘‘Electroporation immune”. Tej literaturi smo 

dodali še literaturo poznanih člankov, ki se dotikajo tematike celični smrti pri elektroporaciji. 

Z uporabo tako zbrane literature smo naredili pregled celičnih poškodb, popravljalnih 

mehanizmov membrane in poti celične smrti pri elektroporaciji. Ugotovili smo, da 

elektroporacija ne povzroči le poškodb plazemske membrane, temveč vpliva tudi na 

nastanek ROS, dvig znotrajceličnega Ca2+, izgubo ATP, ter poškodbe mitohondrija, DNA in 

membranskih proteinov. Vse to pa lahko vodi v različne poti celične smrti, med katerimi 

literatura omenja apoptozo, nekrozo, piroptozo in nekroptozo. Znanje o popravljalnih 

mehanizmih membrane, mehanizmih celične smrt po izpostavitvi električnim pulzom ter 

identifikacija tarčnih molekul elektroporacijskih pulzov je ključna za optimizacijo že 

obstoječih in novih metod, ki temeljijo na uporabi elektroporacije v medicini.  
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

3.1 RAZPRAVA 

Želimo si, da bi bilo zdravljenje, tako z reverzibilno kot z ireverzibilno elektroporacijo 

varno, učinkovito in pacientu prijazno. To pomeni, da bi zdravljenje z elektroporacijo 

potekalo brez spremljevalnih zdravil, ki preprečujejo nenadzorovano krčenje mišic in 

občutek bolečine, kar bi hkrati omogočilo tudi varnejšo in hitrejšo obravnavo pacientov. 

Dodana vrednost vsakega zdravljenja je njegova varnost in učinkovitost njegove ponovitve 

v primeru delne ozdravitve. Vse bolj postaja jasno da, je ključnega pomena razumevanje in 

potencialno tudi nadzorovanje reakcij imunskega sistema kot dolgoročni odziv na 

zdravljenje z elektroporacijo.  

 

V doktorski disertaciji smo: 1) preučili učinek nove oblike elektroporacijskih pulzov, ki bi 

lahko potencialno nadomestili trenutno uveljavljene monopolarne pulze, ki povzročajo 

nenadzorovane mišične kontrakcije in občutek bolečine; 2) ocenili učinkovitosti 

ponavljajočega zdravljenja z elektroporacijo; in 3) preučili imunogeno celično smrt, ki bi 

lahko vodila v aktivacijo imunskega sistema, kar vpliva in lahko izboljša izid samega 

zdravljenja z elektroporacijo. Rezultati, pridobljeni v okviru doktorske disertacije, so 

skladno s tematiko razdeljeni v tri izvirne znanstvene prispevke (Polajžer in sod., 2020a; 

Polajžer in sod., 2020b; Polajžer in Miklavčič, 2020). Poleg izvirnih znanstvenih prispevkov, 

je v okviru doktorske disertacije nastal tudi pregledni članek: Celična smrt zaradi 

elektroporacije (Batista Napotnik in sod., 2021).  

 

Učinkovitost monopolarnih in visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov je primerljiva 

Pred kratkim se je pojavila nova oblika ireverzibilne elektroporacije, tako imenovana visoko 

frekvenčna ireverzibilna elektroporacija, pri kateri naj ne bi prišlo do depolarizacije 

vzdražnih celic, torej nehotenega mišičnega krčenja ali občutka bolečine, kot smo tega 

navajeni pri trenutno uveljavljenih monopolarnih pulzih (Arena in sod., 2011; Siddiqui in 

sod., 2016, 2017). V času začetka te doktorske naloge so bili generatorji pulzov oziroma 

elektroporatorji, ki omogočajo generiranje visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov 

komercialno nedostopni. Obstajalo je le nekaj prototipov na svetu, med njimi tudi v Sloveniji 

na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za elektrotehniko v Laboratoriju za biokibernetiko. 

Posledično so bile študije, predvsem izvedene in vitro, redke (Sano in sod., 2015, 2017; 

Sweeney in sod., 2016). Naša študija je ena prvih v kateri smo širše preučili delovanje 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov in njihove posebnosti.  

 

Odsotnost nehotenega mišičnega krčenja ali občutka bolečine pri zdravljenju z 

visokofrekvenčnimi bipolarnimi pulzi nepomembna, če njihov učinek ni primerljiv z 

učinkovitostjo monopolarnih pulzih. V študiji smo, preko izdelave krivulj povečane 

prepustnosti membrane in preživetja celic, primerjali učinek uveljavljenih monopolarnih 
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pulzov in novejših visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov v območju reverzibilne in 

ireverzibilne elektroporacije. Pri tem smo uporabili tipične pulze za elektrokemoterapijo – 

osem 100 µs dolgih pulzov (skupen čas trajanja pulzov je 800 µs) in ponavljalno frekvenco 

1 Hz. Učinek visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov smo primerjali z učinkom monopolarnih 

pulzov. Obe obliki pulzov sta imeli enak skupen čas trajanja (800 µs). To pomeni, da smo v 

obeh primerih, tako z visokofrekvenčnimi bipolarnimi pulz kot monopolarnimi pulzi dovedli 

enako energijo. Iz vidika povečane prepustnosti membrane in preživetja celic smo z uporabo 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov in monopolarnih pulzov lahko dosegli primerljiv 

učinek elektroporacije. Za doseganje primerljive učinkovitosti smo morali pri 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzih uporabiti višjo amplitudo oziroma dovesti večjo 

energijo kot pri monopolarnih pulzih. Potreba po višji amplitudi je prisotna neglede na 

uporabljen elektroporacijski pufer ali parametre visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov. Ta 

opažanja so skladna z obstoječimi študijami, s čimer smo še dodatno potrdili potencialno 

nadomestitev monopolarnih pulzov z visokofrekvenčnimi bipolarnimi pulzi (Dong in sod., 

2018; Scuderi in sod., 2019; Sweeney in sod., 2016; Zhao in sod., 2018).  

 

Parametri visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov vplivajo na izraženost izničevalnega 

učinka  

Glede na to, da so visokofrekvenčni bipolarni pulzi sestavljeni iz številnih zelo kratkih 

bipolarnih pulzov, smo predvidevali, da bi bil vzrok za potrebovano višjo amplitudo 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov v primerjavi z monopolarnimi pulzi, lahko posledica 

prisotnosti izenačevalnega učinka. Spreminjanje parametrov (Slika 1), kot sta dolžina 

pozitivne in negativne faze bipolarnega pulza (v nadaljevanju dolžina pulza, Tp) in časovni 

zamik med pozitivno in negativno fazo bipolarnega pulza (v nadaljevanju časovni zamik, 

d1) visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov nam je tako omogočilo preučevanje, do sedaj 

neraziskanega, vpliva na učinkovitost elektroporacije kot tudi preučevanje pojava 

izničevalnega učinka v odvisnosti od omenjenih parametrov. Pri tem smo dolžini pulza (Tp 

= 1, 5 ali 10 µs) glede na izbrano dolžino prilagodili število bipolarnih pulzov (N) v vlaku, 

tako da smo ohranili skupen čas trajanja pulzov pri 800 µs (Tp = 1 µs, N = 50; Tp = 5 µs, N= 

10; Tp = 10 µs, N= 5) ob ponavljalni frekvenci enaki (1 Hz) vlakov visokofrekvenčnih 

bipolarnih pulzov in monopolarnih pulzov. Medtem pa parameter časovnega zamika (d1 = 

0,5 µs – 10 ms) nima vpliva na skupen čas trajanja pulzov. Preučevanje parametrov 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov je omogočila tudi uporaba elektroporacijskih pufrov 

različne sestave in posledično različne prevodnosti. KPB pufer (angl. potassium-phospfate 

buffer) z nizko prevodnostjo (1,76 mS/cm) se pogosto uporablja v in vitro poskusih zaradi 

tokovnih omejitev elektroporatorjev. Drugi pufer je visoko-prevodni pufer (19,12 mS/cm), 

kjer smo saharozo zamenjali z NaCl, s čimer so pogoji, katerimi je izpostavljena celica bolj 

podobni in vivo pogojem.  

 

Glede na rezultate naše študije je učinkovitost in vitro elektroporacije z visokofrekvenčnimi 

bipolarnimi pulzi odvisna od parametrov pulzov in elektroporacijskega medija. Pri krajši 
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dolžini pulza (1 µs) je elektroporacija manj učinkovita oziroma oz. povzroči manjšo 

prepustnosti membrane in večje preživetje celic. Ob podaljševanju dolžine pulza (10 µs) se 

poveča tudi učinkovitost reverzibilne in ireverzibilne elektroporacije oz. povzroči večjo 

prepustnosti membrane in manjše preživetje. Vpliv dolžine pulza na prepustnost 

membrane/reverzibilno elektroporacijo je prisoten le v visoko-prevodnem mediju, medtem 

ko je vpliv na preživetje celic je prisoten v obeh pufrih. V visoko-prevodnem pufru dolžina 

časovnega zamika vpliva na učinkovitost elektroporacije podobno kot dolžina pulzov, saj 

krajši časovni zamik (0,5 µs) povzroči slabšo učinkovitost elektroporacije, podaljševanje 

časovnega zamika (10 ms) pa privede do učinkovitejše elektroporacije. Predvidevamo, da je 

to zaradi pojava izničevalnega učinka, katerega izraženost upada s podaljševanjem dolžine 

pulza in časovnega zamika. Ravno nasprotno pa se celice odzovejo na parameter časovnega 

zamika v nizko-prevodnem pufru. Učinek elektroporacije je tam največji pri najkrajšem 

časovnem zamiku in s podaljševanjem časovnega zamika upada, kar je v nasprotju s teorijo 

o izenačevalnemu učinku. Vzrok za to bi lahko bil KPB pufer, pri katerem so že dokazali 

drugačen odziv celic na elektroporacijo in vitro v primerjavi z ostalimi pufri (Dermol in sod., 

2016).  

 

Na podlagi rezultatov pridobljenih pri visoko prevodnih medijih, ki bolj realistično 

predstavljajo razmere in vivo, predvidevamo da pri uporabi visokofrekvenčnih bipolarnih 

pulzov lahko pride do izničevalnega učinka, ki je odvisen od dolžine pulzov in časovnega 

zamika. Povečevanje dolžine bipolarnega pulza in časovnega zamika bipolarnega pulza 

povzroči manjšo izraženost izničevalnega učinka ob tem pa se povečuje učinkovitost 

elektroporacije. Zato sklepamo, da neprimerna izbira parametrov visokofrekvenčnih 

bipolarnih pulzov lahko zmanjša učinkovitost reverzibilne in ireverzibilne elektroporacije. 

 

Vzrok za nastanek izničevalnega učinka ostaja nepojasnjen 

Natančen mehanizem izničevalnega učinka ni znan, je pa predlaganih nekaj teorij: obrnjen 

elektroforezni transport ionov, dvostopenjska oksidacija membranskih fosfolipidov, aktivno 

praznjenje membrane, lokalno polnjenje in praznjenje membrane, pa vendar nobena od teh 

ni potrjena (Gianulis in sod., 2018; Gowrishankar in sod., 2018; Merla in sod., 2017; 

Pakhomov in sod., 2014; Valdez in sod., 2017). V tej študiji smo preučevali novo teorijo pri 

kateri naj imeli pomembno vlogo kloridni kanalčki. Vdor kloridnih ionov v notranjost celice 

preko kloridnih kanalčkov naj bi zmanjšal mirovni membrani potencial oziroma povzročili 

hipepolarizacijo membrane. Vzdražne celice bi tako težje dosegle prag za nastanek 

akcijskega potenciala. Po tej teoriji kloridni ioni v visoko-prevodnem mediju omogočajo 

nastanek hiperpolarizacije, zamenjava kloridnih molekul za brez-kloridno molekulo pa bi 

morala fenomen izničevalnega učinka odpraviti. Za preučevanje vpliva kloridnih ionov smo 

uporabili poseben pufer, kjer smo MgCl nadomestili z magnezijevim D-glukonat hidratom 

in NaCl z natrijevim glukonatom. Vseeno je bil izničevalni učinek tudi v tem pufru prisoten. 

V primerjavi z monopolarnimi pulzi smo potrebovali višjo amplitudo, prav tako pa je 
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učinkovitost elektroporacije odvisna od vsaj enega parametra pulzov, in sicer časovnega 

zamika (d2), kjer krajši časovni zamik (0,5 µs) povzroči manjšo učinkovitost elektroporacije, 

ob podaljševanju zamika pa se učinkovitost elektroporacije poveča. Presenetljivo je bil 

izničevalni učinek po velikosti precej podoben tistemu v visoko-prevodnem pufru, čeprav je 

prevodnost pufra brez kloridnih ionov precej nižja (9,57 mS/cm). Rezultati naše študije niso 

potrdili teorije o vpletenosti kloridnih ionov v izničevalni učinek.  

 

Vseeno pa smo z uporabo matematičnega modeliranja, na podlagi različne prevodnosti 

elektroporacijskih pufrov izničevalni učinek deloma pripisali aktivnemu praznjenja 

membrane, ki velja za eno od teorij nastanka izničevalnega učinka (Gianulis in sod., 2018; 

Gowrishankar in sod., 2018; Merla in sod., 2017; Pakhomov in sod., 2014; Valdez in sod., 

2017).  

 

Večkratno zdravljenje z elektroporacijo ne pomeni zmanjšano učinkovitosti 

zdravljenja 

Pri vsakem zdravljenju v kliniki se pojavi vprašanje njegove učinkovitosti in ponovljivosti 

v primeru nepopolnega odziva bolezni na zdravljenje in potrebe po njegovi ponovitvi. Pri 

tem se porajajo naslednja vprašanja: kako primerljiva je učinkovitost med prvim in 

ponovnim zdravljenjem, kolikokrat lahko ob podobni učinkovitosti zdravljenje še 

ponovimo, da je ob tem zdravljenje še učinkovito oziroma kdaj ponovno zdravljenje ni več 

uspešno in je zato potrebno način zdravljenja spremeniti. V zdravljenju raka ta pojav 

poznamo pod imenom semirezistenca in redko rezistenca. Ponovljivost zdravljenja z 

elektroporacijo je nejasna, saj so si trenutno obstoječe študije maloštevilne, njihovi rezultati 

pa nasprotujoči (Gusbeth in sod., 2009; Shao in sod., 2017). Naša študija je preplet 

eksperimentalnih elementov obeh obstoječih študij, s čimer odpravlja njune pomanjkljivosti 

kot so izbira celične linije in število generacij. Čeprav je realistična ponovna uporaba 

zdravljenja z elektroporacijo dvakratna ali modra trikratna, pa nas je zanimalo ali je 

spremenjena občutljivost oz. razvoj rezistence na električne pulze sploh možna, če že, kdaj 

do tega pride in kaj to pomeni za metode zdravljenja z elektroporacijo.  

 

Naša študija opravljena na CHO celicah dokazuje, da je uporaba oziroma zdravljenje samo 

z elektroporacijskimi pulzi (in ne v kombinaciji z drugimi zdravili) za namen tako 

reverzibilne elektroporacije kot tudi ireverzibilne elektroporacije enako uspešna več 

generaciji. Omenjeno velja za v medicini trenutno uveljavljene monopolarni pulze, in sicer 

osem pulzov z dolžino 100 µs in ponavljano frekvenco 1 Hz (Aycock in Davalos, 2019; Gehl 

in sod., 2018). Pri tem smo učinkovitost elektroporacije oz. spremenjeno občutljivost celic 

na elektroporacijske pulze spremljali preko povečane prepustnosti membrane (območje 

reverzibilne elektroporacije) in preživetja celic (območje ireverzibilne elektroporacije) v 

prvi/starševski generaciji in nato v vsaki 5. nadaljnji generaciji.  
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Prva ponovitev poskusa je trajala 15 generacij oz. približno dva meseca, druga ponovitev pa 

dobre štiri mesece. Časovni okvir za vzpostavitev »rezistenčne« celične linije oz. celične 

linije s spremenjeno občutljivostjo naj bi bil nekaj mescev, s čimer smo še povečali 

verjetnost razvoja takih celic (McDermott in sod., 2014). Glede na standardni protokol za 

nastanek rezistenčne celične linije smo izpolnili tudi ostala ključna elementa: nizka doza 

stresorja (v tem primeru elektroporacijskih pulzov) in okrevanje brez prisotnosti stresorja 

(3-4 dnevni okrevanje celic v gojišču v inkubatorju) (McDermott in sod., 2014). Nizko dozo 

stresorja smo dosegli s premišljeno izbiro jakosti električnega polja dovedenih pulzov. V ta 

namen smo izbrali amplitudo pulzov, ki povzroči povečano prepustnost membrane približno 

80 % celicam in hkrati umre samo okoli 20 % celic. Jakost stresorja elektroporacijskega 

pulza je tako hkrati iz vidika reverzibilne elektroporacije visoka, ter nizka iz vidika 

ireverzibilne elektroporacije.  

 

Ob upoštevanju vseh pogojev razvoja rezistence celične linije in obstoječe študije na 

evkariontskih celicah smo pričakovali zamik krivulj oziroma spremenjeno občutljivost celic 

na električno polje in s tem razvoj rezistence celične linije oz. celične linije z zmanjšano 

občutljivostjo na električne pulze. Predvidevamo, da bi celice z spremenjeno občutljivostjo 

za elektroporacijske pulze za enako učinkovitost v primerjavi s starševsko generacijo 

potrebovale nižjo ali višjo amplitudo oziroma jakost stresorja (McDermott in sod., 2014). 

Pri tem pa bi razlika v amplitudi naraščala tudi z vsako naslednjo generacijo. V sklopu teh 

predvidevanj smo postavili hipotezo, da večkratna izpostavljenost električnemu polju 

povzroči razvoj rezistence na električne pulze in jo po poskušali potrditi.  

 

Naši rezultati so v nasprotju s postavljeno hipotezo. Celice niso spremenile svoje 

občutljivosti na električne pulze niti v 15 generacijah, niti v 30 generacijah. To velja tako za 

reverzibilno elektroporacijo kot ireverzibilno, torej neglede na jakost stresorja, ki je bil pri 

reverzibilni elektroporaciji precej močnejši kot pri ireverzibilni elektroporaciji. Glede na 

dolgoročen nespremenjen odziv celic na izpostavljenost elektroporacijskim pulzom, morda 

celo nikoli ne pride do spremenjene občutljivosti celic. Iz dobljenih rezultatov lahko trdimo, 

da celice zaradi izpostavljenosti elektroporacijskim pulzom ne postanejo bolj ali manj 

občutljive ozirom oz. ne postanejo rezistentne na takšne pulze. Ugotovljeno je v nasprotju z 

našo postavljeno hipotezo, zaradi česar smo hipotezo zavrnili.  

 

Naša študija je torej zavrnila možnost razvoja spremenjene občutljivosti celic v primeru 

ponovnega zdravljenja s samimi elektroporacijskimi pulzi tako v območju reverzibilne kot 

ireverzibilne elektroporacije. Na razvoj spremenjene učinkovitosti ne vpliva niti jakost 

stresorja, saj kljub zelo intenzivnem stresorju (ki vpliva na 80% celic) celice niso postale 

bolj občutljive v območju ireverzibilne elektroporacije. Glede na rezultate študije sklepamo, 

da zdravljenje z elektroporacijo lahko uporabimo večkrat, pri tem pa je učinkovitost 

ponovljenega zdravljenja enaka. Ker smo pri tem uporabili celično linijo CHO, ki velja za 
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netumorsko celično linijo, predvidevamo, da to velja za gensko elektrotransfekcijo pri vnosu 

več odmerkov cepiv in ireverzibilno elektroporacijo, kot je ablacija srčnega tkiva, v primeru 

nezadostne obsežnosti tkiva pri prvem zdravljenju. Predpostavljamo, da enako velja tudi za 

ablacijo tumorskega tkiva, kar pa je sicer v nasprotju z študijo, ki so jo izvedli Shao in sod. 

(2017), a je slednja zaradi zelo majhnega števila generacij celic nezanesljiva, zato je odziv 

tumorskih celic na večkratno izpostavitev elektroporacijskim pulzom potrebno še preveriti. 

Vprašanje pa je, če se to zgodi tudi pri zdravljenju raka z elektrokemoterapijo, kjer so celice 

poleg električnih pulzov izpostavljene tudi kemoterapevtikom, ki sami po sebi lahko 

vplivajo na preživetje celic. Slednji bi morda kot kemični stresor v kombinaciji z 

elektroporacijskim pulzi lahko vplival na spremenjeno občutljivost celic na 

elektrokemoterapijo. Seveda, pa bi bilo smiselno sposobnost razvoja spremenjene 

občutljivosti celic na elektroporacijske pulze preveriti tudi in vivo, saj vemo, da se rezultati 

in vitro študij, ne odražajo vedno tudi in vivo, kjer gre za celosten odgovor organizma.  

 

Sproščanje DAMP molekul iz elektroporiranih celic je izrazitejše v območju 

ireverzibilne elektroporacije 

Aktivacija imunskega sistema pacienta, naj bi izboljšala izid zdravljenja z reverzibilno 

(Calvet in sod., 2014; Calvet in Mir, 2016; Serša in sod., 2015; Serša in sod., 1997; Chiarella 

in sod., 2008) kot tudi z ireverzibilno elektroporacijo (Bulvik in sod., 2016; José in sod., 

2012; Pandit in sod., 2019; Scheffer in sod., 2019; Vogl in sod., 2009; White in sod., 2018), 

saj poleg uničenega tarčnega tumorskega tkiva, aktiviran imunski sistem vpliva tudi na 

oddaljene metastaze. Eden možnih razlogov za aktivacijo imunskega sistema pri zdravljenju 

z elektroporacijo je aktivacija imunogene celične smrti, o kateri se na področju 

elektroporacije ve dokaj malo, saj gre za novejšo obliko poimenovanja poti celične smrti. 

Aktivacijo imunogene celične smrti je možno spremljati in vitro preko sproščanja specifičnih 

signalnih DAMP molekul iz elektroporiranih celic. Dosedanje in vitro študije so bile 

opravljene na tumorskih in netumorskih celicah ob uporabi različnih dolžin pulzov in v 

kombinaciji z različnimi kemoterapevtiki (Calvet in sod., 2014; Guo in sod., 2018; Nuccitelli 

in sod., 2015, 2017; Ringel-Scaia in sod., 2019; Rossi in sod., 2019; Schultheis in sod., 2018; 

Zhao in sod., 2019). Za razliko od obstoječih študij smo v naši ocenili korelacijo med 

sporočanjem DAMP molekul in povečano prepustnostjo membrane oziroma reverzibilno 

elektroporacijo ter med sporočanjem DAMP molekul in celično smrtjo oziroma ireverzibilno 

elektroporacijo. 

  

Korelacija prestavlja povezanost dveh spremenljivk in jo prikazujemo s koeficientom R. 

Korelacija je najmočnejša v bližini vrednosti 1 in upada z nižanjem vrednoti do 0,5. Pri 

vrednostih manjših od 0,5 velja, da korelacija ne obstaja. Na splošno velja prepričanje, da 

sta povečana prepustnost membrane in preživetje celic po elektroporaciji vzročno povezana, 

kjer zaradi povečane prepustnosti membrane celic pride do zmanjšanega preživetja celic. 

Korelacijski koeficient v tej študiji je bil R = - 0,680, kar kaže da njuna povezanost ni 
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najmočnejša. Pri tem velja izpostaviti, da smo za analizo celične smrti uporabili metabolni 

test, katerega rezultati % preživelih celic niso tako natančni kot pri testu klonogenosti, 

vendar hkrati dovolj zanesljivi, da ocenimo približen upad preživetja celic ob povečanju 

amplitude električnih pulzov. 

 

Rezultati naše študije so najbolj primerljivi s študijo, ki so jo opravili Calvet in sod. (2014), 

saj pri obeh študijah uporabljamo enake pulze, in sicer osem monopolarnih pulzov, dolžine 

100 µs. Medtem ko so Calvet in sod. (2014) preučevali aktivacijo imunogene celične smrt v 

kombinaciji s samimi elektroporacisjkimi pulzi in v kombinaciji elektroporacijskih pulzov s 

kemoterapevtikom, smo se v naši študiji osredotočili na delovanje samih elektroporacijskih 

pulzov. Predvidevamo namreč, da je izpostavljenost elektroporacijskim pulzom že samo po 

sebi zadošča, da pride do sproščanja DAMP molekul, saj so aktivacijo imunskega sistema, 

dokazali pri ireverzibilni elektroporaciji le z uporabo elektroporacijskih pulzov (Bulvik in 

sod., 2016; José in sod., 2012; Pandit in sod., 2019; Scheffer in sod., 2019; Vogl in sod., 

2009; White in sod., 2018). Tako kot Calvet in sod. (2014) smo določali vrednosti 

sproščenega ATP po elektroporaciji in premik proteina kalretikulina na zunanjo stran celične 

membrane in dobili podobne rezultate kot omenjena študija ob uporabi sami 

elektroporacijskih pulzov. ATP in kalretikulin sta dve od treh DAMP molekul, ki veljajo za 

zlati standard imunogene celične smrti tumorskih celic (Zhou in sod., 2019). Vendar je 

identificiranih še veliko DAMP molekul, njihov število pa se še povečuje. Med bolj znanimi 

so visoko mobilen protein 1 (HMGB1), nukleinske kisline, proteini toplotnega šoka (angl. 

heat-shock proteins), protein S100, sečna kislina ter saharidi (Roh in Sohn, 2018). V naši 

študiji smo poleg sproščanja ATP in kalretikulina analizirali še sproščanje nukleinskih kislin 

in sečne kisline. Prisotnost slednje sicer v študiji nismo uspeli potrditi, kar pripisujemo CHO 

celični liniji ali neustrezni v metodi.  

 

Statistična korelacija sproščanja DAMP molekul s povečano prepustnostjo membrane je v 

splošnem slaba ali je celo ne moremo potrdili. Korelacija med sproščanjem ATP in povečane 

prepustnosti membrane je pozitivna, saj vrednost sproščenega ATP po 15-30 minutah 

narašča z vrednostjo povečane prepustnosti membrane (R = 0,594 pri fluorescenčni metodi 

oziroma R = 0,704 in 0,728 pri luminiscenčni metodi). Količina sproščenega ATP nekaj 

minut po izpostavitvi elektroporacijskemu pulzu dosega pozitivno korelacijo s povečano 

prepustnostjo membrane. Pozitivna korelacija je bila sicer pričakovana, vendar ne tako šibka 

(R = 0,594), saj so v prvih študijah elektroporacije detekcijo sproščenega ATP iz celic 

uporabljali za potrjevanje povečane prepustnosti membrane. 24 ur po elektroporaciji se je 

korelacija spremenila v negativno korelacijo (R = - 0,695), saj so vrednosti ATP ob višanju 

amplitude upadle. Zelo šibko korelacijo sproščanja DAMP molekul z reverzibilno 

elektroporacijo smo potrdili tudi pri analizi kalretikulina (R (4 h) = 0,535 in 

R (24 h) = 0,556) tako 4 in 24 ur po elektroporaciji, kot tudi pri detekciji DNA in RNA 

15 - 30 min po elektroporaciji (R = 0,57 - 0,69), medtem pa korelacija med sproščanjem 

nukleinskih kislin in reverzibilno elektroporacijo 24 ur po elektroporaciji sploh ne obstaja. 
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V primerjavi z reverzibilno elektroporacijo je korelacija sproščanja DAMP molekul 

močnejša z ireverzibilno elektroporacijo oz. celično smrtjo. Korelacija sproščenega ATP 

analiziranega s fluorescenčno metodo (R (30 min) = - 0,865 in R (24 h) = 0,888). Dodatna 

analiza ATP z luminiscenčno metodo, ki velja za bolj občutljivo metodo merjenja ATP je 

potrdila močno korelacijo med sproščanjem ATP in ireverzibilno elektroporacijo oziroma 

celično smrtjo tudi v tem primeru (R (15 min) = - 0,964, R (30 min) = - 0,947). To velja tudi 

za sproščanje nukleinskih kislin, ki dosega močno negativno korelacijo (R > - 0,9) pri vse 

točkah časovne analize (15, 30 min in 24 h).  

 

V preteklosti so elektroporacijskim pulzom že pripisovali poškodovanje DNA in zmanjšanje 

znotraj celičnega ATP zaradi nastanka por v membrani in s tem povečane prepustnosti 

membrane. Tako bi lahko dvig ATP, DNA in RNA v odvisnosti od amplitude pulza kmalu 

po izpostavitvi elektroporaciji pripisali stanju oz. številu poškodb, ki jih povzroči 

elektroporacija. Zanimivo je, da koncentracija ATP 24h po elektroporaciji upada s 

povečevanjem amplitude, medtem pa koncentraciji DNA in RNA s povečevanjem amplitude 

naraščata. Predvidevamo, da se izvencelični ATP razgradi s pomočjo ATPaz, ki ob povečani 

prepustnosti membrane uidejo iz celice. Drastičen iztek ATP bi lahko vplival tudi na 

delovanje ATP črpalk, ki sicer vzdržujejo koncentracijo ionov na obeh straneh membrane. 

Posledično, zaradi tega pride do porušenega ionskega ravnotežja kar vliva na celično smrt 

(Hansen in sod., 2015; Wang in sod., 2003) 75. Povišana vrednost ATP pri kontroli pa bi bila 

lahko posledica delnega poškodovanja celic ob pipetiranju in centrifugiranju celic. 

 

Podobno korelacijo kot sproščanje ATP in nukleinskih kislin nakazuje tudi detekcija 

kalretikulina na zunanji plazemski membrani. Korelacija se v 24 urah po elektroporaciji še 

ojača (R (4 h) = - 0,801, R (24 h) = - 0,946). Medtem ko pasivno sproščanje ATP in 

nukleinskih kislin lahko pripisujemo poškodbi celične membrane oz. nastanku por, ki 

nastanejo v membrani pri elektroporaciji, to ne velja za premik proteina kalretikulina na 

zunanjo stran plazemske membrane. Kalretikulin se namreč v normalno delujoči celic nahaja 

v notranjosti endoplazemskega retikuluma, kjer skrbi za pravilno zvitje nastajajočih 

proteinov in za regulacijo Ca2+ metabolizma (Gelebart in sod., 2005; Krause in Michalak, 

1997). V zgodnji fazi celične smrti se preko veziklov endoplazemskega retikuluma in 

golgijevega aparata ali z lizosomskimi vezilki premakne na celično površje, kjer prevzame 

vlogo DAMP molekule (Kranz in sod., 2017; Panaretakis in sod., 2009). Detekcija takšnega 

kalretikulina s protitelesi je zato možna le na živih celicah z zaceljeno membrano, saj bi 

drugače označili tudi znotraj celičen kalretikulin, ki pa ni DAMP molekula. Celice smo zato 

pred analizo označili s propidijevim jodidom (PI), ki obarva celice s poškodovano membrano 

in mrtve celice. Kljub temu smo kalretikulin na živih celicah (PI negativnih) zaznali le v 

območju ireverzibilne elektroporacije. Njegova detekcija pa je naraščala s povečanjem 

amplitude, čeprav se je število živih celic pri tem zmanjševalo iz česar sklepamo da višji 

stres oziroma v tem primeru amplituda pulzov povzroči, da se na površje celice premakne 

več molekul kalretikulina. Pri tem pa velja dodati, da naj bi do premika kalretikulina na 
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zunanjo plazemsko membrano prišlo v zgodnji fazi celične smrti (Kranz in sod., 2017; 

Panaretakis in sod., 2009), kar pomeni da tistih nekaj celice ki jih po 24h prepoznamo kot 

žive (PI negativinih), lahko v naslednjih nekaj urah umrejo. Obarvanje celic s PI je pokazalo, 

da nekaj celic preživi tudi po dovajanju pulzov z najvišjo amplitudo, kar je v nasprotju z 

oceno preživetja z metabolnim testom. Metodi namreč določata preživetje celic preko 

različnega celičnega mehanizma 24 ur po elektroporaciji (Šatkauskas in sod., 2017).  

 

Sodeč po naših rezultatih je statistična korelacija med sproščanjem DAMP in preživetjem 

celic veliko močnejša kot pri povečani prepustnosti membrane, kar lahko pojasni aktivacijo 

imunskega sistema ob uporabi ireverzibilne elektroporacije. Vendar pa je bila aktivacija 

imunskega sistema dokazana tudi pri zdravljenju z reverzibilno elektroporacijo (Calvet in 

sod., 2014; Chiarella in sod., 2008), kar pa smo v naši študiji potrdili le v primeru izločanja 

molekule ATP. Vzrok za aktivacijo imunskega sistema pri zdravljenju z elektrokemoterapijo 

bi lahko ležal v nenamerni ireverzibilni elektroporaciji, v neposredni bližini elektrod. Študije 

so namreč pokazale, da pri zdravljenju z elektrokemoterapijo kljub dovajanju reverzibilnih 

pulzov, zaradi nehomogene porazdelitve električnega polja, pride v bližini elektrod do 

celične smrti s pomočjo ireverzibilne elektroporacije (Miklavčič in sod., 2000; Žmuc in sod., 

2019). Znanje o aktivaciji imunogene celične smrti, njenem prispevku in vpletenosti v 

zdravljenje je pomembno tudi za čim boljšo napoved zdravljenja ali uporabo v kombinaciji 

z imuno-terapijami (Maglietti in sod., 2020). 

 

Ključ do razumevanja aktivacije imunskega sistema bi lahko ležal v mehanizmu 

celične smrti po elektroporaciji 

Izboljšanje metod zdravljenja z elektroporacijo zahteva tudi izboljšanje razumevanje 

aktivacije imunogene celične smrt, kar posledično pomeni razumevanje celične smrti pri 

elektroporaciji. Sodeč po rezultatih naše študije je sproščanje DAMP molekul z 

elektroporacijo bolj zapleteno kot smo sprva mislili, saj je tudi sproščanje ATP statistično 

močneje povezano v ireverzibilno elektroporacijo kot reverzibilno elektroporacijo. Nedavna 

študija Ringel-Scaia in sod. (2019) je pokazala, da se dinamika izražanja genov po 

elektroporaciji s časom spreminja. Tako naj bi se kmalu po elektroporaciji aktivirale signale 

poti, ki se nanašajo na poškodbo celice, apoptozo in zatiranje imunskega odziva. Sčasoma 

naj bi njihovo izražanje upadlo, zato pride izražanja drugih genov. Po 24 urah naj bi 

prevladovalo izražanje genov vpletenih v vnetni odziv, popravilo celic in nekrozo/piroptozo. 

Spremenjena dinamika izražanje genov bi lahko pojasnila tudi spremembe v koncentraciji 

DAMP molekul v različnih časovnih točkah.  

 

Vse kaže, da je za razumevanje aktivacije imunskega sistema ključno za razumevanje celične 

smrti, ki jo povzročijo elektroporacijski pulzi oz. ireverzibilne elektroporacija. Na splošno o 

celični smrti, ki jo povzročijo električni pulzi vemo dokaj malo, kar je glede na to, da prve 

študije segajo daleč nazaj v zgodovino (Neumann in Rosenheck, 1972) in da je bilo od takrat 
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na tem področju opravljenih mnogo študij, morda znak da odgovor na to ni tako preprost. S 

preučevanjem literature celični smrti smo ugotovili, da gre elektroporirana celica skozi tri 

faze in sicer: poškodba, popravljanje in smrt. Tip celične poškodbe zaradi elektroporacijskih 

pulzov je odvisen od parametrov elektroporacije, ki pa se razlikujejo tudi glede na 

eksperimentalne pogoje (in vivo ali in vitro) (Batista Napotnik in sod., 2021). Preživetje 

celice je seveda odvisno od popravljalnih mehanizmov celice. Kateri mehanizem je vpleten 

pri odstranjevanju celičnih poškodb oziroma por v membrani je zaenkrat le slabo raziskano, 

pri tem pa naj bi imeli pomembno vlogo tudi parametri pulzov (Batista Napotnik in sod., 

2021) kot je na primer dolžina samih pulzov (Thompson in sod., 2018; Thompson in sod., 

2014). Pot celične smrti po elektroporaciji, so nekoč večinoma pripisovali apoptozi in 

nekrozi, medtem ko novejše študije omenjajo tudi nekroptozo in piroptozo za kateri je 

značilno sproščanje DAMP molekul oziroma imunogena celična smrt (Brock in sod., 2020; 

Mercadal in sod., 2020; Ringel-Scaia in sod., 2019). Natančen mehanizem celične smrti pri 

elektroporaciji do sedaj še ni poznan, vse pa kaže da je odvisen od parametrov pulzov, 

celične linije oz. tkiva ter od eksperimentalnih pogojev (Ball in sod., 2010; Batista Napotnik 

in sod., 2021; Brock in sod., 2020; Pakhomova in sod., 2013; Ringel-Scaia in sod., 2019). 

Na podlagi zbrane literature ocenjujemo, da bi boljše razumevanje elektroporacije na nivoju 

celičnih poškodb, popravljalnih mehanizmov in celične smrti prinesla sistematsko 

zastavljena študija. Pri tem bi različne celične linije (različnega tkivnega izvora, tumorske – 

netumorske, diferencirane – nediferencirane) izpostavili različnim pulzom (nanosekundne, 

mikrosekundne milisekundne monopolarne pulze in visokofrekvečne bipolarne pulze) pri 

istih eksperimentalnih pogojih. Le tako bi lahko zares ocenili vpliv pulzov in celičnih linij 

na poškodbe, popravljalne mehanizme in celične smrti.  

 

3.1.1 Prispevek k znanosti 

Pridobljeni rezultati na področju visokofrekvenčne ireverzibilne elektroporacije so 

pomembno dopolnili obstoječe znanje o delovanju in vplivu parametrov visokofrekvenčnih 

bipolarnih električnih pulzov na učinkovitost elektroporacije. Potrdili smo, da je učinek 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov primerljiv s monopolarnimi pulzi, ki se trenutno 

večinoma uporabljajo v medicini. Na učinek zdravljenja lahko močno vpliva izbor 

parametrov pulzov, kot je dolžina pozitivne in negativne faze bipolarnega pulza in časovni 

zamik med pozitivno in negativno fazo bipolarnega pulza. Ob neustrezni izbiri lahko namreč 

pride do izničevalnega učinka, ki se kaže v slabši učinkovitosti zdravljenja z elektroporacijo. 

Poleg klinične vrednost študije ima študija tudi raziskovalno vrednost, kot je zavrnitev ene 

teorije in delna potrditev druge teorije o nastanku izničevalnega učinka.  

 

Aktivacija imunskega sistema lahko v odvisnosti od namena zdravljenja pripomore k 

uspešnejšem zdravljenju z elektroporacijo. Aktivacija imunskega sistema pri elektroporaciji 

je lahko posledica sproščanja DAMP molekul iz elektroporiranih celic. Dokazali smo, da je 

sproščanje DAMP molekul odvisno od parametrov pulzov. Sproščanje DAMP molekul in s 

tem aktivacija imunskega sistema je glede na naše rezultate izrazitejša v območju 
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ireverzibilne elektroporacije kot reverzibilne elektroporacije, ne glede na to, da nekatere 

DAMP molekule izstopijo iz celice že zaradi povečane prepustnosti membrane, ki jo 

povzročijo elektroporacijski pulzi.  

 

Naša študija je edina v kateri smo raziskovali razvoj odpornosti evkariontskih celic oz. 

razvoj zmanjšanje občutljivosti celic na električne pulze. Dokazali smo, da je učinek 

elektroporacijskih pulzov na celicah, vsaj do 30. generacije, enak kot ob prvem zdravljenju. 

S tem smo potrdili, da je elektroporacija metoda, ki jo lahko po potrebi lahko večkrat 

ponovimo, v primeru, delnega odziva na prvotno zdravljenje ali ponovnega pojava 

bolezenskega tkiva.  

 

Rezultati pridobljeni v doktorski nalogi bodo služili kot pomembno izhodišče številnim 

pred-kliničnim in kliničnim študijam, kot tudi metodam zdravljenja z elektroporacijo, 

temelječih na reverzibilni kot tudi ireverzibilni elektroporaciji.  
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3.2 SKLEPI  

 

• Visokofrekvenčni bipolarni pulzi bi lahko v prihodnosti nadomestili trenutno 

uveljavljene monopolarni pulze, tako iz vidika reverzibilne kot tudi ireverzibilne 

elektroporacije. Z visokofrekvenčnimi bipolarnimi pulzi lahko namreč dosežemo 

enako učinkovitosti elektroporacije kot z monopolarnimi pulzi, vendar pa je pri 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzih potrebno dovesti večjo energijo oziroma 

uporabiti višjo amplitudo.  

 

• Učinek visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov je odvisen od parametrov pulzov, kot sta 

dolžina pozitivne in negativne faze bipolarnega pulza in dolžina časovnega zamika 

med pozitivno in negativno fazo bipolarnega pulza. Krajša dolžina omenjenih 

parametrov pomeni manj učinkovito elektroporacijo, podaljševanje njune dolžine pa 

privede do učinkovitejše elektroporacije. Predvidevamo, da je razlog za to izničevalni 

učinek, katerega vpliv pa upada s podaljševanjem dolžine pulza. 

 

• Prisotnost izničevalnega učinka pri visokofrekvenčnih bipolarnih pulzih je odvisna 

tudi od elektroporacijskega pufra, kar lahko vpliva na rezultate in vitro študij in 

njihovo napovedno vrednost za in vivo in klinične študije. 

 

• Vzrok za nastanek izničevalnega učinka pri bipolarnih pulzih ostaja nepojasnjen, 

vendar njegov obstoj lahko vsaj deloma pripišemo aktivnemu praznjenja membrane 

in ne teoriji o hiperpolarizaciji celice zaradi vdora kloridnih ionov. 

 

• Zdravljenje z elektroporacijo, tako v območju reverzibilne kot ireverzibilne 

elektroporacije lahko uporabimo večkrat, pri tem pa je učinkovitost vsakega 

ponovnega zdravljenja vedno enaka in primerljiva s prvotnim zdravljenjem. 

Povečanje ali zmanjšanje občutljivosti namreč kljub večkratni izpostavljenosti 

elektroporacijskim pulzom nismo opazili. 

 

• Sproščanje DAMP molekul pri zdravljenju z elektroporacije je v večji meri prisotno 

v območju ireverzibilne elektroporacije oz. ablacije tkiva, ob katerem povzročimo 

smrt celic in ne območju reverzibilne elektroporacije, kjer dosežemo le povečano 

prepustnost celic.  

 

• Mehanizem celične smrti, ki jo povzročijo elektroporacijski pulzi je slabo raziskan. 

Trenutno obstaja nekaj teorij o celičnih poškodbah, ki jih pulzi povzročijo, 

popravljalnih mehanizmov, ki se ob tem sprožijo ter o poteh celične smrti, do katerih 

elektroporacijski pulzi privedejo. V prihodnosti bo potrebno izvesti sistematično 

zasnovano raziskavo, kjer bi ugotovili ali je učinek elektroporacije z vidika poškodbe, 

popravljalnih mehanizmov in celične smrti odvisen od oblike pulzov ali tkivnega 

izvora celice ali obojega ali še kakšnega drugega parametra.  
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4 POVZETEK (SUMMARY) 

 

4.1 POVZETEK 

Kadar celico izpostavimo zunanjemu električnemu polju v membrani nastanejo pore, zaradi 

česar se spremeni prepustnost membrane za molekule in ione, ki drugače membrano težko 

prehajajo. Zaradi povečane prepustnosti membrane pojav imenujemo 

elektropermeabilizacija ali elektroporacija, saj naj bi se ob izpostavljenosti zunanjemu 

električnemu polju v membrani oblikovale pore. Elektroporacija je lahko 

reverzibilna/povratna ali ireverzibilna/nepovratna, odvisno od parametrov električnih 

pulzov, kot so električna poljska jakost, dolžina, število in ponavljalna frekvenca pulzov. Če 

celica ponovno vzpostavi fiziološke procese in preživi govorimo o reverzibilni 

elektroporaciji, če celica umre pa o ireverzibilni elektroporaciji. Elektroporacija se uporablja 

v širokem naboru postopkov v živilski tehnologiji, biotehnologiji in medicini. V doktorski 

disertaciji sem se osredotočila predvsem na metode elektrokemoterapije in genske 

elektrotransfekcije z reverzibilno elektroporacijo ter netermičnega odstranjevanja tkiva z 

ireverzibilno elektroporacijo. 

 

Tako elektrokemoterapija kot ablacija tkiva z ireverzibilno elektroporacijo za svoje 

delovanje uporabljata dolge monopolarne pulze, v različnem številu in amplitudi. Dovajanje 

teh pulzov povzroči nenadzorovano mišično krčenje in občutek bolečine, spremembo pH in 

nastanek zračnih mehurčkov kot posledico elektrokemijskih reakcij. Pred kratkim se je 

pojavila nova oblika pulzov, ki odpravlja navedene pomanjkljivosti monopolarnih pulzov, 

tako imenovana visokofrekvenčna ireverzibilna elektroporacija. Visokofrekvenčne 

bipolarne pulze sestavljajo vlaki zelo kratkih pulzov, ki si sledijo v izmenjujoči se polariteti. 

V nasprotju s klasično IRE, pri terapiji z visokofrekvenčnimi bipolarnimi pulzi ne 

potrebujemo mišičnih relaksantov in sinhronizacije dovajanja pulzov s srčnim utripom, kar 

močno olajša sam proces in skrajša trajanje terapije. Potencialno rabo teh pulzov so v zadnjih 

letih prepoznali tudi za ablacijo srčnega tkiva, kjer je odsotnost vzdraženja srčnomišičnih 

celice in nastanka mehurčkov v krvi srca še posebej pomembno. V primerjavi s klasičnimi 

monopolarnimi pulzi imajo visokofrekvenčni bipolarni pulzi kompleksnejšo strukturo in 

večje število parametrov, saj lahko poleg dolžine, števila, frekvence in amplitude pulzov 

nadzorujemo tudi časovni zamik med pozitivno in negativno fazo bipolarnega pulza, 

ponavljalno frekvenco, število pulzov v vlaku in zamik med vlaki pulzov. Posledično to 

pomeni več spremenljivk, ki vplivajo na učinek elektroporacije. Neustrezno spreminjanje 

parametrov lahko povzroči tudi termične poškodbe, zato je poznavanje delovanja 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov pulzov, tako parametrov in posebnosti, ki jih prinaša 

ta oblika pulza, ključna za varno in uspešno uporabo v kliniki. Vseeno pa je odsotnost 

nehotenega mišičnega krčenja ali občutka bolečine pri zdravljenju z visokofrekvenčnimi 

bipolarnimi pulzi nepomembna, če njihov učinek ni primerljiv z učinkovitostjo 

monopolarnih pulzih. V študiji smo, preko izdelave krivulj povečane prepustnosti membrane 

in preživetja celic, primerjali učinek uveljavljenih monopolarnih pulzov in novejših 
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visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov v območju reverzibilne in ireverzibilne 

elektroporacije. Tako z uporabo monopolarnih pulzov kot visokofrekvenčnih bipolarnih 

pulzov smo lahko dosegli primerljiv učinek elektroporacije, iz vidika povečane prepustnosti 

membrane in preživetja celic. Vendar pa smo morali za doseganje primerljive učinkovitosti 

pri visokofrekvenčnih bipolarnih pulzih uporabiti višjo amplitudo oziroma dovesti večjo 

energijo kot pri monopolarnih pulzih. Učinek visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov je 

odvisen od parametrov pulzov, kot sta dolžina pozitivne in negativne faze bipolarnega pulza 

in dolžina časovnega zamika med pozitivno in negativno fazo bipolarnega pulza. Krajša 

dolžina parametra pomeni manj učinkovito elektroporacijo, podaljševanje dolžine pa 

omogoči učinkovitejšo elektroporacijo. Predvidevamo, da je to zaradi pojava izničevalnega 

učinka, katerega moč upada s podaljševanjem dolžine pulza. Prisotnost izničevalnega učinka 

visokofrekvenčnih bipolarnih pulzih in vitro je odvisna od elektroporacijskega pufra. Vzrok 

za nastanek izničevalni učinek še vedno ni v celoti pojasnjen, vseeno pa izničevalni učinek 

lahko vsaj deloma pripišemo aktivnemu praznjenja membrane. 

 

Kljub temu, da gre pri elektrokemoterapiji in ireverzibilni elektroporaciji predvsem za 

enkratno terapijo, pa je v primeru delnega/nepopolnega odgovora potrebno (in možno) 

terapijo ponoviti. Pri tem se pojavi vprašanje učinkovitosti, ali le-ta ostane enaka ali je 

slabša. Dosedanje študije večkrat izpostavljenih celic električnim pulzov so si nasprotujoče, 

prekratke ali za namen zdravljenja tumorskega tkiva neustrezne. V študiji smo spremenjeno 

občutljivost celic na elektroporacijske pulze spremljali preko povečane prepustnosti 

membrane (območje reverzibilne elektroporacije) in preživetja celic (območje ireverzibilne 

elektroporacije) do 30. generacije. Pri tem smo izpolnili kriterije standardnega protokola za 

vzpostavitev »rezistenčne« oz. celične linije s spremenjeno občutljivostjo na 

elektroporacijske pulze. Glede na rezultate študije sklepamo, da zdravljenje z elektroporacijo 

lahko uporabimo večkrat, pri tem pa je učinkovitost vsakega zdravljenja primerljiva s 

primarnim zdravljenjem, kar velja tako za reverzibilno kot ireverzibilno elektroporacijo. 

 

Številne študije omenjajo pomembnost aktivacije imunskega sistema organizma k 

dolgoročnejšemu vpliv zdravljenja z reverzibilno kot ireverzibilno elektroporacijo, saj 

aktiviran imunski sistem omogoči uničenje preostanka tumorskih celic oziroma zmanjšanje 

oddaljenih metastaz. Aktivacija imunskega sistema pri elektroporaciji bi bila lahko posledica 

imunogene celične smrti (ICD) elektroporiranih celic, kjer se iz celic sproščajo posebne 

signalne DAMP molekule. Trenutno razumevanje signalnih poti vpletenih v celično 

smrt/preživetje po elektroporaciji in aktivacijo/supresijo imunskega sistema je slabo. Za 

razliko od obstoječih študij smo sporočanje DAMP molekul (ATP, kalretikullin, nukleinske 

kisline, sečna kislina) analizirali v celotnem območju elektroporacije, torej tako reverzibilne 

kot ireverzibilne elektroporacije ter njihovo sproščanje statistično korelirali z reverzibilno in 

ireverzibilno elektroporacijo. Statistična korelacija s povečano prepustnostjo membrane je v 

splošnem slaba ali je celo ne moremo potrdili. Statistična korelacija med sproščanjem 

DAMP in preživetjem celic je veliko močnejša, kar lahko pojasni aktivacijo imunskega 
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sistema ob uporabi ireverzibilne elektroporacije. Vzrok za aktivacijo imunskega sistema pri 

zdravljenju z elektrokemoterapijo oziroma reverzibilno elektroporacijo bi lahko ležal v 

nenamerni ireverzibilni elektroporaciji, v neposredni bližini elektrod. Študije so namreč 

pokazale, da pri zdravljenju z elektrokemoterapijo kljub dovajanju reverzibilnih pulzov, 

zaradi nehomogene porazdelitve električnega polja, pride v bližini elektrod do celične smrti 

zaradi ireverzibilne elektroporacije ali celo termičnih poškodb. 

 

Izboljšanje metod zdravljenja z elektroporacijo zahteva tudi izboljšanje razumevanje 

aktivacije imunskega sistema. Aktivacijo imunskega sistema lahko povzroči imunogena 

celična smrt, o kateri pri elektroporaciji vemo bolj malo. Na splošno je znanje o celični smrti, 

do katere pride pri elektroporaciji pomanjkljivo. Trenutno vemo, da elektroporacija povzroči 

prehod celice skozi tri faze - nastanek poškodbe, popravljanje in celična smrt. Mehanizem 

vsakega od teh ob elektroporaciji je zaenkrat slabo raziskan, v vsaki fazi pa je do sedaj 

potrjenih nekaj možnih tarč, mehanizmov oz poti. Med potmi celičnih smrti je najpogosteje 

opisana apoptoza, medtem ko novejše študije opisujejo tudi novi poti celične smrti in sicer 

nekroptozo (angl. necroptosis) in piroptozo (angl. pyroptosis), kjer gre zaradi sproščanje 

DAMP molekul v obliki imunogene celične smrti. V prihodnosti je potrebno izvesti 

sistematično zasnovano študijo, kjer bi ugotovili ali je učinek elektroporacije z vidika 

poškodbe/celične smrti odvisen od pulzov ali tkivnega izvora celice.  
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4.2 SUMMARY  

When the cell is exposed to an external electric field, pores are formed in the membrane. 

Pores change the permeability of the membrane to molecules and ions that otherwise cannot 

pass through the membrane. Because of the change in permeability, the phenomenon is 

called electropermeabilization. Another name for it is electroporation because pores are 

formed in the membrane. The effect of electroporation depends on parameters of electric 

pulses, such as the strength of the electric field, the duration, number and frequency of the 

pulses. If the cell survives, it is called reversible electroporation, and if the cell dies, it is 

called irreversible electroporation. Electroporation is used in food technology, 

biotechnology and medicine. In my thesis, I mainly focused on the methods of 

electrochemotherapy and gene therapy with reversible electroporation and non-thermal 

tissue removal with irreversible electroporation. 

 

Both electrochemotherapy and tissue ablation with irreversible electroporation use long 

monopolar pulses of varying number and amplitude. The delivery of these pulses causes 

uncontrolled muscle contraction and sensation of pain, as well as pH changes and the 

formation of air bubbles as a result of electrochemical reactions at the electrodes. Recently, 

a new form of pulses called high-frequency irreversible electroporation was suggested that 

mitigate the above-mentioned disadvantages of monopolar pulses. High-frequency bipolar 

pulses consist of trains of very short pulses that follow each other in alternating polarity. 

Unlike the classic IRE, therapy with high-frequency bipolar pulses does not require muscle 

relaxants or synchronization with the heartbeat, which greatly facilitates the process and 

reduces the duration of therapy. In recent years, the potential of these pulses has also been 

recognized for ablation of cardiac tissue, where the lack of excitation of cardiomyocytes and 

the absence of bubbles in the blood of the heart are particularly important. Compared with 

conventional monopolar pulses, high-frequency bipolar pulses have a more complex 

structure and a larger number of parameters, because in addition to the pulse duration, 

number, frequency, and amplitude, we can also control the time delay between positive and 

negative bipolar phases and the repetition frequency of the trains. Also, such pulses can be 

symmetrical or asymmetrical. Thus, there are several parameters that affect the 

electroporation effect. Inadequate pulse parameters can also cause thermal damage. 

Therefore, knowledge of the parameters of the high-frequency bipolar pulse and the specific 

properties of this form of pulse is critical for successful application in the clinic. However, 

the absence of involuntary muscle contractions or pain sensations during treatment with 

high-frequency bipolar pulses is irrelevant if their effects are not comparable to the efficacy 

of monopolar pulses. In this study, we compared the effects of established monopolar pulses 

with newer high-frequency bipolar pulses in reversible and irreversible electroporation 

through membrane permeability and cell survival. By using monopolar pulses and high-

frequency bipolar pulses, we were able to achieve comparable electroporation efficiency. 

However, to achieve comparable efficiency, we had to use a higher amplitude or apply more 

energy for the high-frequency bipolar pulses than for the monopolar pulses. The effect of 
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high-frequency bipolar pulses depends on pulse parameters such as the duration of the 

positive and negative phases of the bipolar pulse and the duration of the time delay between 

the positive and negative phases of the bipolar pulse. A shorter duration of the parameters 

means a less efficient electroporation, and a longer duration leads to a more efficient 

electroporation. We hypothesized that this is due to the presence of a cancellation effect 

whose strength decreases with increasing pulse duration. The presence of the cancellation 

effect of high-frequency bipolar pulses in vitro depends on the electroporation buffer. The 

cause of the cancellation effect is not known. However, its existence can be attributed at 

least in part to the active discharge of the membrane. 

 

Although electrochemotherapy and irreversible electroporation are mainly single-shot 

therapies, in case of partial/incomplete response it is necessary to repeat the treatment. This 

raises the question of efficacy, whether it remains the same or worsens. Previous studies in 

which cells were repeatedly exposed to electrical pulses have been inconsistent, too short, 

or inadequate for the purpose of treating tumor tissue. In this study, we monitored sensitivity 

of cells to electroporation pulses by changes in membrane permeability (reversible 

electroporation range) and survival (irreversible electroporation range) up to 30 generations. 

Thus, we met the criteria of the standard protocol for establishing "resistance" or cell lines 

with reduced sensitivity to electroporation pulses. Based on the results of the study, we 

conclude that electroporation therapy can be applied more than once and that the efficacy of 

each treatment is comparable to that of the initial treatment, which is true for both reversible 

and irreversible electroporation. 

 

Several researchers report a contribution of activation of the body's immune system to the 

long-term effects of treatment with reversible as well as irreversible electroporation since an 

activated immune system enables the destruction or reduction of distant metastases. 

Activation of the immune system by electroporation may be due to immunogenic cell death 

(ICD) of the electroporated cells, in which specific DAMP signaling molecules are released 

from the cells. Current understanding of the signaling pathways involved in cell 

death/survival and immune activation/suppression is poor. In contrast to existing studies, we 

analyzed release of DAMP molecules (ATP, calreticulin, nucleic acids, uric acid) over the 

entire electroporation range, i.e., both reversible and irreversible electroporation, and their 

release was statistically correlated with reversible and irreversible electroporation. The 

statistical correlation with altered membrane permeability is generally poor or not-existent. 

The statistical correlation between the release of DAMP and cell survival is much stronger, 

which could explain the activation of the immune system by irreversible electroporation. 

The reason for the activation of the immune system during electrochemotherapy treatment 

could be the unintended yet unavoidable irreversible electroporation in close proximity to 

the electrodes. Studies have shown that during electrochemotherapy treatment, despite the 

provision of reversible pulses, cell death occurs near the electrodes due to irreversible 
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electroporation or even thermal damage in immediate vicinity of the electrodes due to 

inhomogeneous distribution of the electric field. 

 

To improve electroporation treatments, we also need to better understand how immunogenic 

death is activated, which in turn means understanding cell death due to electroporation. 

Currently, we know that a cell undergoes three phases during electroporation - damage, 

repair, and cell death. The mechanism of each of these phases during electroporation is 

currently poorly understood. In each phase, some possible targets, mechanisms, or pathways 

have been confirmed so far. Among the pathways of cell death, apoptosis is the most 

commonly described, while recent studies also include new pathways of cell death, namely 

necroptosis and pyroptosis both types of immunogenic cell death. In the future, a 

systematically designed study needs to be performed to determine whether the effect of 

electroporation in terms of damage/cell death depends on the pulse parameters, tissue origin 

of the cell or both.  
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