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Abstract

Abstract
Electroporation is a phenomenon which results in transient increase in cell membrane

permeability for ions and molecules when exposing biological cells to short high-voltage

electric pulses. If cells survive the exposure to electric pulses, electroporation is called

reversible; otherwise, if cells die, electroporation is called irreversible. Electroporation is

used in biomedicine for electrochemotherapy, gene electrotransfer, transdermal drug

delivery, DNA vaccination, and as an ablation method to treat heart arrhythmia and tumors.

It is also used for various purposes in biotechnology, food processing, and environmental

applications, such as extraction of compounds from plant tissue, inactivation of bacteria,

cell fusion, and genetic engineering of microorganisms.

Electrochemotherapy uses electroporation to enhance the delivery of

chemotherapeutic drugs into tumor cells. It is successfully used in clinics to treat cutaneous

and subcutaneous tumors with ongoing trials for the treatment of deep-seated tumors.

However, the monopolar pulses with duration of 100 µs, used classically for

electrochemotherapy, cause pain and muscle contractions. To overcome these drawbacks

the use of bursts of high-frequency short bipolar pulses has been suggested. Furthermore,

recent efforts have been focused on making electrochemotherapy a systemic treatment by

combining it with gene electrotransfer for immunotherapy. Gene electrotransfer is also

based on electroporation, where millisecond pulses are used for intracellular delivery of

DNA molecules that code for proteins able to stimulate the immune response. Thus, using

pulse types alternative to classical 100 µs pulses could be beneficial for improving the

electrochemotherapy treatment. However, it is not well understood whether different types

of pulses can be equally effective for electrochemotherapy. Therefore, the first aim of the

dissertation was to investigate how different types of pulses affect cisplatin uptake and

cytotoxicity. We performed in vitro experiments using cisplatin and three types of pulses:

classical electrochemotherapy pulses, high-frequency bipolar pulses, and millisecond

pulses. We demonstrated that all tested types of pulses can be considered equivalent in terms

of cisplatin uptake and cytotoxicity and can potentially replace classical, i.e., monopolar

100 μs electrochemotherapy pulses.

For electrochemotherapy to be successful two main conditions need to be met: (i)

the entire tumor must be exposed to a sufficiently high electric field that results in
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electroporation of the tumor cells and (ii) a sufficient amount of a chemotherapeutic drug

(typically bleomycin or cisplatin) must enter the cells to bind to DNA and kill the tumor

cells. The pulse parameters needed to successfully treat cutaneous tumors are provided in

the standard operating procedures, whereas the treatment of deep-seated tumors is guided

by a computational model that predicts the distribution of the electric field inside a tissue

depending on the electrode configuration. To further improve such computational treatment

planning, it would be useful to upgrade the model with a description of electroporation and

the associated uptake of chemotherapeutic drugs into tumor cells. To enable the

development of such models, it is necessary to determine the number of cisplatin molecules

needed inside the cell to achieve a cytotoxic effect. Therefore, the second aim of the

dissertation was to quantify the number of cisplatin molecules, delivered into cells by

different types of pulses, and determine the lethal number that results in eradication of

almost all treated cells. We found that the number of cisplatin molecules needed to achieve

a cytotoxic effect is in the range of 2-7 ×107 molecules per cell, irrespective of the type of

pulses used.

Mathematical models are also useful for understanding the phenomenon of

electroporation. Many different models that describe electroporation and the associated

transmembrane molecular transport are present in the literature. Whilst these models differ

in their theoretical description, they typically show good agreement with a specific set of

data. It is not clear if any of the models can be applied to describe the molecular transport

for the broad range of pulse parameters and other experimental conditions used in

electroporation research. Therefore, the third aim of the dissertation was to critically assess

existing mechanistic models describing electroporation-mediated transmembrane transport

of ions and molecules at the single-cell level. We confronted the models with a broad range

of experimental measurements and observed that none of the models was reliable enough

to predict molecular transport in all tested conditions. We underlined the limitations of the

models and proposed further research to improve them. Nevertheless, the existing models

can still help interpret certain experimental results, such as the influence of cardiomyocyte

orientation on electroporation using pulses of different durations.

Keywords: electroporation, electrochemotherapy, cisplatin, numerical modeling, molecu-

lar transport.
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Povzetek

Povzetek
Če biološko celico izpostavimo električnemu polju z dovolj visoko jakostjo, dosežemo zača-

sno povečanje prevodnosti in prepustnosti celične membrane. Ta pojav se imenuje

elektroporacija. Če celice preživijo izpostavljenost električnim pulzom, se elektroporacija

imenuje reverzibilna; če celice umrejo, se elektroporacija imenuje ireverzibilna.

Elektroporacija se v biomedicini uporablja pri elektrokemoterapiji, genski terapiji, vnosu

zdravilnih učinkovin skozi kožo, cepljenju z DNK ter kot metoda ablacije za zdravljenje

srčnih aritmij ali tumorjev. Uporablja se tudi za različne namene v biotehnologiji in

predelavi hrane, na primer za ekstrakcijo snovi iz rastlinskega tkiva, uničevanje bakterij,

zlivanje celic in genski inženiring mikroorganizmov.

Pri elektrokemoterapiji z elektroporacijo izboljšamo vnos kemoterapevtskih

učinkovin v tumorske celice, kar se v klinikah uspešno uporablja za zdravljenje kožnih in

podkožnih tumorjev, v teku pa so tudi študije za zdravljenje globlje ležečih tumorjev.

Monopolarni pulzi s trajanjem 100 µs, ki jih običajno dovajamo pri elektrokemoterapiji,

povzročajo bolečine in krčenje mišic. Z dovajanjem vlakov visokofrekvenčnih kratkih

bipolarnih pulzov lahko omilimo bolečine in krčenje mišic. Nedavno so se pojavile študije,

kjer elektrokemoterapijo kombiniramo z imunsko gensko terapijo in dosežemo sistemsko

zdravljenje. Pri genski terapiji, ki temelji na elektroporaciji, se uporabljajo milisekundni

pulzi za znotrajcelični prenos molekul DNK, ki kodirajo beljakovine, sposobne spodbuditi

imunski odziv. Z dovajanjem različnih pulzov, ki so alternativni klasičnim 100 µs pulzom,

bi lahko izboljšali zdravljenje z elektrokemoterapijo. Ker še ni povsem jasno, ali so lahko

različne vrste pulzov enako učinkovite pri elektrokemoterapiji, je bil prvi cilj disertacije

raziskati, kako različne vrste pulzov vplivajo na vnos cisplatina in na citotoksičnost. Izvedli

smo poskuse in vitro z dovajanjem cisplatina in treh vrst pulzov: klasičnih

elektrokemoterapevtskih pulzov, visokofrekvenčnih bipolarnih pulzov in milisekundnih

pulzov. Dokazali smo, da lahko vse preizkušene vrste pulzov štejemo za enakovredne v

smislu vnosa cisplatina in citotoksičnosti.

Za uspešno elektrokemoterapijo morata biti izpolnjena dva glavna pogoja: i) celoten

tumor mora biti izpostavljen dovolj visokemu električnemu polju, ki povzroči

elektroporacijo tumorskih celic, in ii) zadostna količina kemoterapevtika (običajno

bleomicina ali cisplatina) mora vstopiti v celice, da se veže na DNK in uniči tumorske celice.
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Parametri pulzov, ki so potrebni za uspešno zdravljenje kožnih tumorjev, so določeni v

standardnih operativnih postopkih, medtem ko je zdravljenje globokih tumorjev načrtovano

z računalniškim modelom, ki predvideva porazdelitev električnega polja v tkivu glede na

postavitev elektrod. Za nadaljnje izboljšanje takšnega računalniškega načrtovanja

zdravljenja bi bilo koristno model nadgraditi z opisom elektroporacije in z njo povezanega

vnosa kemoterapevtskih učinkovin v tumorske celice. Za razvoj takih modelov je treba

določiti število molekul cisplatina, potrebnih v celici za citotoksični učinek. Drugi cilj

disertacije je bil torej izmeriti število molekul cisplatina, ki jih v celice vnesemo z različnimi

vrstami pulzov, in določiti zadostno število, ki povzroči celično smrt. Ugotovili smo, da je

število molekul cisplatina, potrebnih za doseganje citotoksičnega učinka, v razponu 2-7

×107 molekul na celico ne glede na vrsto dovedenih pulzov.

Za razumevanje pojava elektroporacije so koristni matematični modeli. V literaturi

je veliko različnih modelov, ki opisujejo elektroporacijo in z njo povezan prenos molekul

skozi celično membrano. Čeprav se ti modeli razlikujejo v svojem teoretičnem opisu,

običajno kažejo dobro ujemanje z določenim nizom podatkov. Ni jasno, ali je mogoče

katerega od modelov uporabiti za opis molekularnega transporta za širok razpon parametrov

pulzov in drugih eksperimentalnih pogojev. Tretji cilj disertacije je bil kritično oceniti

obstoječe mehanistične modele transporta ionov in molekul skozi elektroporirano celično

membrano. Modele smo preverjali na širokem naboru eksperimentalnih meritev in

ugotovili, da nobeden od modelov ni bil dovolj zanesljiv za napoved molekularnega

transporta v vseh preizkušenih pogojih. Poudarili smo omejitve modelov in predlagali

nadaljnje raziskave za izboljšanje in nadgradnjo obstoječih modelov. Kljub omejitvam

lahko obstoječi modeli še vedno pomagajo pri razlagi nekaterih eksperimentalnih rezultatov,

na primer vpliva orientacije kardiomiocitov v električnem polju in trajanja pulzov na

učinkovitost elektroporacije.

Ključne besede: elektroporacija, elektrokemoterapija, cisplatin, numerično modeliranje,

molekularni transport.
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Uvod

I. Uvod

Če biološko celico izpostavimo električnemu polju z dovolj visoko jakostjo, dosežemo

začasno povečanje prevodnosti in prepustnosti celične membrane. Ta pojav se imenuje

elektroporacija. Elektroporacija omogoča povečan transport ionov in molekul, za katere je

celična membrana v normalnih pogojih slabo prepustna ali celo neprepustna, skozi celično

membrano [1], [2]. Elektroporacija je lahko reverzibilna ali ireverzibilna. Če si celice po

izpostavitvi električnemu polju opomorejo in ponovno vzpostavijo homeostazo, pojav

imenujemo reverzibilna elektroporacija. Če pa so poškodbe prevelike in celice odmrejo,

pojav imenujemo ireverzibilna elektroporacija. Elektroporacijo uporabljamo v biomedicini:

reverzibilno elektroporacijo pri elektrokemoterapiji, genski terapiji in vnosu zdravilnih

učinkovin skozi kožo, ireverzibilno elektroporacijo pa kot metodo odstranjevanja tkiva za

zdravljenje tumorjev ali srčnih aritmij [3]–[7], v biotehnologiji [8] in v živilski tehnologiji

[9].

I.1 Elektrokemoterapija

Elektrokemoterapija (EKT) predstavlja varno in učinkovito lokalno zdravljenje kožnih in

podkožnih tumorjev različnih histologij [10], [11]. Leta 2006 so bili objavljeni standardni

operativni postopki za uspešno zdravljenje kožnih tumorjev s premerom manjšim od 3 cm

[12], [13], pred kratkim pa so bili standardni operativni postopki prilagojeni tudi za

zdravljenje večjih tumorjev [14]. Danes je EKT uveljavljeno zdravljenje po vsej Evropi, kar

dokazuje vključenost v smernice Nacionalnega inštituta za zdravje in klinično odličnost v

Združenem kraljestvu (angl. National Institute for Health and Care Excellence) [15], [16]

in pred kratkim objavljeni Evropski interdisciplinarni dokumenti na podlagi soglasja (angl.

European consensus-based interdisciplinary documents) za zdravljenje ploščatoceličnega

karcinoma kože, bazalnoceličnega karcinomoma, melanoma in Kaposijevega sarkoma

[17]–[22]. V teku so tudi raziskave za zdravljenje globlje ležečih tumorjev z EKT [23]–[28].

Pri EKT najprej v žilo ali v tumor vnesemo kemoterapevtik, nato na tumorsko tkivo

dovedemo kratke visokonapetostne električne pulze, ki zagotovijo elektroporacijo celične

membrane, glej sliko I.1. Kemoterapevtski zdravili, ki se najpogosteje uporabljata pri EKT,

sta bleomicin in cisplatin [29]. Elektroporacija poveča vnos in posledično citotoksičnost

bleomicina za več sto do tisočkrat, cisplatina pa za več desetkrat v primerjavi z
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neelektroporirano kontrolo [30]–[32]. Posledično so pri EKT za doseganje citotoksičnega

učinka potrebni manjši odmerki kemoterapevtskih zdravil kot pri standardni kemoterapiji.

Slika I.1. Shema za zdravljenje z EKT. Najprej bolniku v žilo ali v tumor vbrizgamo kemoterapevtik. Nato
dovedemo električne pulze, ki zagotovijo elektroporacijo tumorskih celic in omogočijo vnos kemoterapevtika v
celice. Kemoterapevtik se veže na DNK tumorskih celic in prepreči njihovo delitev, kar povzroči smrt
tumorskih celic. Slika je povzeta po [29].

Pri EKT običajno s ponavljalno frekvenco 1 Hz ali 5 kHz dovedemo osem 100 μs

dolgih monopolarnih pulzov [14], glej sliko I.2a. Dovajanje tovrstnih pulzov na tumorsko

tkivo lahko povzroči tudi neželeno stimulacijo okoliških vzdražnih celic, tj. mišičnih in

živčnih celic (npr. motoričnih živcev in nociceptorjev), kar pri bolniku med dovajanjem

pulzov povzroči nehoteno krčenje mišic in bolečino. Pri EKT moramo zato uporabiti

lokalno ali splošno anestezijo in sredstva za sproščanje mišic, pri zdravljenju globlje ležečih

tumorjev v bližini srca pa moramo dovajanje pulzov uskladiti s srčnim ritmom [33], [34].

Bolečine in krčenje mišic je mogoče nekoliko ublažiti z dovajanjem pulzov z višjo

ponavljalno frekvenco [35], [36] in s prilagoditvijo oblike elektrod [37], [38], največ pa

obeta uporaba posebne oblike pulzov, tj. vlakov visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih

pulzov [37], [39], glej sliko I.2b. Te vlake pulzov dovajamo s ponavljalno frekvenco

približno 1 Hz. Vsak vlak pulzov je sestavljen iz zaporedja bipolarnih pulzov, pri čemer ima

vsak pulz 0,5−10 μs dolg pozitiven in negativen del. Ponavljalna frekvenca posameznih
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bipolarnih pulzov v vlaku znaša več 100 kHz. Številne študije na živalih [40]–[42] in ljudeh

[39], [43] so pokazale, da z vlaki visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov ublažimo

bolečino in mišično krčenje v primerjavi z daljšimi monopolarnimi pulzi. Nadalje sta študiji

in vitro [44] in na živalih [45] pokazali, da se lahko vlaki visokofrekvenčnih kratkih

bipolarnih pulzov uporabimo tudi za vnos kemoterapevtskih učinkovin v tumorske celice

pri EKT. Nedavni pregled študij na ljudeh je pokazal varnost in učinkovitost uporabe vlakov

visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov za zdravljenje kožnih tumorjev z EKT [46].

Slika I.2. Primerjava klasičnih pulzov, ki se uporabljajo za EKT, in vlaka visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih
pulzov. a) Klasični EKT pulzi: osem 100 μs dolgih monopolarnih pulzov, dovedenih s ponavljalno frekvenco 1
Hz (zgoraj) s trajanjem posameznega pulza 100 μs (spodaj). b) Vlaki visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih
pulzov: M vlakov s ponavljalno frekvenco 1 Hz (zgoraj). Vsak vlak je sestavljen iz N bipolarnih pulzov s
kratkim trajanjem posameznega pulza približno 2 μs in visoko ponavljalno frekvenco 125 kHz (spodaj).

EKT poveča vnos in citotoksičnost kemoterapevtikov v tumorske celice, začasno

zmanjša pretok krvi v tumorju in povzroči aktivacijo imunskega odziva. Vse to prispeva k

uspešnemu uničenju tumorja. Začasno zmanjšanje pretoka krvi podaljša zadrževanje

zdravila v tumorskem tkivu na več ur. Poleg tega lahko EKT povzroči tudi smrt endotelijskih

celic in s tem uničenje žil, kar vodi v smrt tumorskih celic zaradi dolgotrajne hipoksije [47]–

[49]. Tudi imunski odziv ima pomembno vlogo pri zdravljenju z EKT. Sproščanje molekul

iz elektroporiranih celic, med katerimi so tudi s poškodbo povezani molekulski vzorci

(vzorci DAMP, angl. damage-associated molecular patterns) in tumorski antigeni, lahko

spodbudi imunski sistem in aktivira imunogeno celično smrt. V številnih študijah na pasjih

in človeških bolnikih so preizkusili EKT v kombinaciji z gensko terapijo (GET) s plazmidno

9



Uvod

DNK z zapisom za interlevkin-12 (IL-12), ki spodbuja imunski sistem [50], [51].

Kombinirano zdravljenje z EKT in GET je bilo doslej uporabljeno le pri nekaterih kožnih

metastazah, vendar je uspešno izzvalo sistemski imunski odziv in v nekaterih primerih

uspelo povzročiti delni ali popolni odziv oddaljenih, nezdravljenih zasevkov (abskopalni

učinek).

Študije torej kažejo, da bi zamenjava klasičnih EKT pulzov (8 × 100 μs) s pulzi

drugačnih oblik oz. z drugačno vrsto pulzov lahko imela določene prednosti. Vlaki

visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov bi bili manj boleči in bi povzročali manj

neželenega krčenja mišic med izvajanjem EKT. Pri kombiniranju EKT in GET se trenutno

za EKT uporabljajo klasični EKT pulzi, za GET pa daljši milisekundni pulzi, ki naj bi bili

učinkovitejši za vnos plazmidne DNK v celice tkiva. Če bi za EKT lahko uporabili isto vrsto

pulzov kot za GET, bi kombinacijo EKT in GET lahko izvajali s preprostejšimi in cenovno

dostopnejšimi generatorji električnih pulzov. Vseeno pa je najprej potrebno določiti

primerljivost različnih vrst pulzov za povečanje vnosa in kemoterapevtikov.

I.2 Elektroporacija in transport molekul skozi celično membrano

Celična membrana je sestavljena iz lipidnega dvosloja in v membrano vgrajenih beljakovin.

Pri fizioloških pogojih celična membrana deluje kot selektivna pregrada, ki ločuje notranjost

celice od zunanjosti in omogoča prehajanje skozi membrano le določenim ionom in

molekulam. Zapleten sistem membranskih proteinov med drugim vključuje ionske kanale

in črpalke. Ionski kanali in črpalke na membrani vzdržujejo mirovno transmembransko

napetost (TMN), ki se glede na vrsto celice giblje med −40 mV in −90 mV [52], [53]. Lipidi

in membranski proteini so evolucijsko dobro prilagojeni na delovanje pod takimi

napetostmi.

Celico lahko z električnega vidika obravnavamo kot prevodno telo (citosol), obdano

z dielektrično ovojnico (celična membrana) v prevodni zunajcelični raztopini. Ko celico

izpostavimo električnemu polju, se na membrani ustvari dodatna, vsiljena TMN, ki se

prišteje mirovni TMN. Če seštevek mirovne in vsiljene TMN doseže dovolj visoko

vrednost, se v celični membrani pojavijo strukturne spremembe, ki povečajo njeno

prepustnost za ione in molekule [54]–[56]. Simulacije molekularne dinamike [57],

teoretično modeliranje [58] in poskusi na lipidnih dvoslojih [59] kažejo, da se z višanjem

TMN poveča verjetnost nastanka por v lipidnem dvosloju [60]–[62]. Nastanek por v
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lipidnem dvosloju je danes splošno sprejet mehanizem elektroporacije. Električni pulzi

poleg nastanka por povzročajo še kemične spremembe lipidov zaradi lipidne peroksidacije

[63], [64] in lahko poškodujejo ali vplivajo na delovanje nekaterih membranskih proteinov,

kot so napetostno odvisni ionski kanali [65]–[67]. Tako peroksidacija lipidov kot poškodbe

membranskih proteinov prispevajo k povečani prepustnosti celične membrane.

Na vsiljeno TMN vplivajo geometrija in orientacija celic v električnem polju ter

prevodnost zunajcelične raztopine [68]–[70]. Vsiljena TMN se povečuje sorazmerno z

jakostjo zunanjega električnega polja. Poleg tega se vsiljena TMN spreminja s položajem

na celični membrani in doseže največjo absolutno vrednost na delih membrane, ki so

najbližje elektrodama [71]–[73]. Povečanje prepustnosti celične membrane opazimo le na

območju membrane, kjer TMN po absolutni vrednosti preseže določeno kritično vrednost

[72], [74], [75]. Poleg same vrednosti TMN na povečanje prepustnosti vplivajo še drugi

dejavniki, kot so parametri dovedenih električnih pulzov (število, oblika, trajanje in jakost)

ter ionska sestava zunajcelične raztopine.

Povečanje prepustnosti membrane lahko zaznamo na več načinov, npr. i) s tehniko

vpete krpice membrane (angl. patch clamp), s katero neposredno merimo spremembe

ionskega toka skozi celično membrano ali napetosti na ravni celične membrane [76], [77],

ii) z meritvami sprememb prevodnosti gostih celičnih suspenzij, iz katerih lahko določimo

spremembe v prevodnosti celične membrane [78], [79], iii) s spremljanjem osmotskega

nabrekanja celic po elektroporaciji [80], [81], najpogosteje pa z iv) opazovanjem transporta

molekul, ki sicer slabo prehajajo membrano, skozi celično membrano. Primeri takih

molekul so fluorescenčna barvila, nanodelci, kemoterapevtiki in nukleinske kisline [82].

Transport majhnih molekul (< 4 kDa) skozi elektroporirano membrano lahko poteka

s pomočjo naslednjih mehanizmov: difuzija, elektroforeza, elektroosmoza in endocitoza [1],

[83]–[85], glej sliko I.3. Med dovajanjem pulzov, ko je prisotno zunanje električno polje, je

transport molekul pretežno posledica elektroforeze in deloma elektroosmoze. Po koncu

dovajanja pulzov je transport pretežno posledica difuzije, deloma pa tudi elektroforeze

zaradi neničelne TMN [86]. Po dovajanju pulzov je mogoče opaziti tudi vnos molekul v

celico z endocitozo [83], [87]. Transport makromolekul, kot je DNK, skozi celično

membrano je precej bolj zapleten proces v primerjavi s transportom majhnih molekul [83],

[88], [89]. Pri transportu DNK ima pomembno vlogo elektroforeza, zato se za vnos DNK v
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celico večinoma uporabljajo daljši milisekundni pulzi [90] ali kombinacija močnega

kratkega pulza in enega ali več šibkih dolgih pulzov [91], [92].

Slika I.3. Shematski prikaz elektroporacije in transporta molekul skozi celično membrano. A) Celica v
mirovanju. B) Ob izpostavitvi celice električnemu polju se ustvari vsiljena TMN, ki se spreminja glede na
položaj na membrani. C) Na območjih, kjer TMN preseže določen prag, se poveča transport ionov in molekul
skozi celično membrano (vnos in iznos). Rdeče pike na sliki prikazujejo le vnos molekul v celico. Med pulzom je
transport pretežno elektroforetski in deloma elektroosmotski. D) Po pulzu je transport elektrodifuzijski in v
nekaterih primerih endocitotski. Po izpostavitvi električnemu polju se celična membrana ponovno zapre in
prenos snovi skozi celično membrano se s časom zmanjšuje. Črtkana črta na spodnjem grafu (C, D) označuje
konec trajanja pulza. Slika je povzeta po [93].

I.3 Modeli elektroporacije in transporta molekul skozi celično

membrano

Matematični modeli pomagajo razumeti osnovne mehanizme biološkega sistema z uporabo

fizikalnih in matematičnih zakonov. Hkrati je uporaba matematičnih modelov pogosto manj

zamudna in cenejša od eksperimentalnega dela. Elektroporacija je proces, ki vključuje

različne prostorsko-časovne ravni, od molekularne ravni (nekaj nanometrov) do ravni tkiva

(nekaj centimetrov), in različne fizikalne pojave (električne, termične, kemične itd.). Zato

so raziskovalci razvili matematične modele na več ravneh, da bi prostorsko in časovno

opisali pojav elektroporacije in z njo povezan transport molekul skozi celično membrano.

Te matematične modele lahko v grobem razdelimo na mehanistične in fenomenološke.

Mehanistični modeli temeljijo na fizikalnih in matematičnih zakonih. Parametri

mehanističnih modelov imajo fizikalni pomen, kar olajša znanstveno razlago rezultatov.

Mehanistični modeli v glavnem pripisujejo povečanje prepustnosti celične membrane

nastanku por v lipidnem dvosloju zaradi vpliva TMN. Ena skupina modelov uporablja

kinetično shemo, ki opisuje prehod med različnimi stanji por, nastalih v celični membrani
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[94], [95]. Prehod med posameznimi stanji por je eksponentno odvisen od TMN. Druga

skupina modelov opisuje pore v obliki funkcije porazdelitve por, opisane v prostoru polmera

por. Ta funkcija porazdelitve por se dinamično spreminja s TMN [96], [97]. Transport

molekul skozi pore lahko opišemo z Nernst-Planckovimi enačbami. Nekateri modeli

upoštevajo tako elektroforetski kot difuzijski transport [96], [98], [99], medtem ko nekateri

modeli zanemarjajo elektroforetsko komponento in upoštevajo dodatne transportne

mehanizme, kot je endocitoza [95].

Fenomenološki modeli opisujejo eksperimentalne podatke brez uporabe fizikalnih

ali matematičnih zakonov. Fenomenološki modeli elektroporacije, na katere naletimo v

literaturi, so farmakokinetski [85], nadomestna električna vezja [100] ali empirične enačbe,

ki opisujejo povečanje prepustnosti [101], [102] ali površinski delež v membrani nastalih

por [103], [104].

Trenutno obstaja več modelov, ki opisujejo pojav elektroporacije in transporta

molekul skozi celično membrano in so bili kvalitativno in/ali kvantitativno vrednoteni z

eksperimentalnimi meritvami. Zanimivo je, da so modeli, ki so bili razviti z upoštevanjem

različnih teoretičnih opisov membranske prepustnosti in transporta molekul, pokazali dobro

ujemanje z eksperimentalnimi rezultati. Še vedno pa ni jasno, kateri model je najustreznejši

za opis pojava elektroporacije in transporta molekul skozi celično membrano ter ali je ta

model veljaven v širokem razponu parametrov pulzov in eksperimentalnih pogojev, ki se

uporabljajo pri elektroporaciji.
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II. Namen

Glavni namen disertacije je bil bolje razumeti pojav reverzibilne elektroporacije in

predvsem molekularnega transporta skozi celično membrano pri EKT z izvajanjem

poskusov in vitro in z uporabo numeričnih modelov na ravni posameznih bioloških celic.

Za uspešno zdravljenje kožnih tumorjev z EKT zdravniki upoštevajo priporočila,

zapisana v standardnih operativnih postopkih [13], [14]. Ti postopki določajo vrsto

anestezije, vrsto kemoterapevtske učinkovine, način injiciranja učinkovine ter vrste

elektrod, generatorjev in parametrov pulzov, ki jih je treba uporabiti za zdravljenje. Po

standardnih operativnih postopkih se pri EKT dovede osem monopolarnih pulzov dolžine

100 µs, dovedenih s ponavljalno frekvenco 1 Hz ali 5 kHz. Različne študije kažejo, da bi

pulzi z alternativnimi parametri lahko imeli določene prednosti pri zdravljenju z EKT.

Pokazano je bilo, da uporaba vlakov visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov omili

bolečino in zmanjša krčenje mišic v primerjavi s klasičnimi EKT pulzi [39].

Predklinične in klinične študije so pokazale smiselnost kombinirane terapije EKT in

GET. Z GET vnesemo DNK z zapisom za beljakovine, ki spodbujajo imunski odziv, s čimer

dosežemo sistemsko zdravljenje tumorjev. GET običajno izvajamo z milisekundnimi pulzi.

Pred uporabo alternativnih vrst pulzov za EKT je najprej potrebno ugotoviti, ali so različne

vrste pulzov enako učinkovite pri povečanju vnosa in citotoksičnosti kemoterapevtikov kot

klasični EKT pulzi. Zato smo v tej disertaciji raziskali učinke različnih vrst pulzov na vnos

in citotoksičnost cisplatina v celice in vitro.

Za uspeh EKT ne zadostuje le dovajanje dovolj visokega električnega polja, ki poviša

prepustnost celičnih membran tumorskega tkiva, temveč moramo obenem v tumorske celice

vnesti zadostno količino kemoterapevtske učinkovine. Zato smo v disertaciji

eksperimentalno določili število molekul cisplatina, potrebnih za citotoksični učinek pri

uporabi različnih vrst pulzov.

Transport molekul skozi elektroporirano celično membrano je ključnega pomena za

različna zdravljenja, ki temeljijo na elektroporaciji, med drugim EKT, GET in vnos zdravil

skozi kožo. Matematični modeli lahko služijo kot pomembno orodje za preučevanje vpliva

parametrov pulzov na transport različnih vrst molekul. Trenutno je v literaturi na voljo

veliko različnih modelov, ki opisujejo pojav elektroporacije in transporta skozi celično

membrano. Vendar ni jasno, kateri od modelov je najustreznejši ter ali je kateri od modelov

veljaven v širokem razponu parametrov pulzov in eksperimentalnih pogojev, ki se
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uporabljajo za elektroporacijo. Zato v disertaciji podamo tudi pregled obstoječih

matematičnih modelov in jih kritično ocenimo.
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III. Rezultati in razprava

Raziskovalno delo, opravljeno v času doktorskega študija, je predstavljeno v štirih člankih,

objavljenih v mednarodnih recenziranih revijah s faktorjem vpliva. V tem poglavju so na

kratko povzeti in predstavljeni rezultati vsakega izmed njih.

III.1 Bi za elektrokemoterapijo lahko uporabljali različne vrste

pulzov?

S poskusi in vitro smo želeli ugotoviti, ali je mogoče z vlaki visokofrekvenčnih kratkih

bipolarnih pulzov doseči reverzibilno elektroporacijo, ki bi omogočila učinkovit vnos

kemoterapevtika cisplatina v celice za namene EKT (članek 1, [44]).

Poskuse in vitro smo izvedli na celični liniji mišjega melanoma (B16-F1). Primerjali

smo dve različni vrsti pulzov: i) osem monopolarnih pulzov s trajanjem 100 μs in

ponavljalno frekvenco 1 Hz ter ii) osem vlakov visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov

s ponavljalno frekvenco vlakov 1 Hz. Pri obeh vrstah pulzov je čas, ko se dovedena napetost

razlikuje od nič, enak 800 μs. Rezultati naše raziskave kažejo, da je mogoče z uporabo 100

μM cisplatina doseči podoben citotoksični učinek z obema vrstama pulzov ob ustrezno

prilagojeni jakosti električnega polja. Le-ta je za klasične EKT pulze znašala 1,2 kV/cm, za

vlake visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov pa 3 kV/cm (sliki III.1 in III.2). Ustrezna

jakost električnega polja, pri kateri obenem pride do največjega deleža preživelih in

največjega deleža celic s povišano prepustnostjo celične membrane, je bila določena na sliki

2 v članku [44]. Poleg tega rezultati, prikazani na slikah III.1 in III.2, kažejo, da se

citotoksični učinek cisplatina okrepi, če uporabimo kombinacijo električnih pulzov in

cisplatina (polna zelena črta), v primerjavi z uporabo samo cisplatina (prekinjena rdeča

črta).
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Slika III.1. Citotoksičnost pri koncentraciji cisplatina (CDDP) 100 μM in različnih jakostih električnega polja:
(A) osem 100 μs dolgih monopolarnih pulzov, dovedenih s ponavljalno frekvenco 1 Hz; (B) 8 vlakov
visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov 1-1-1-1 μs, dovedenih s ponavljalno frekvenco vlakov 1 Hz.
Vsaka točka predstavlja povprečje ± standardni odklon 3�6 poskusov. *- Izvedli smo (A) dvofaktorsko analizo
variance (ANOVA) ali (B) dvofaktorsko ANOVA na rangih. (A) Pri 0,8 kV/cm (P = 0,036), 1 kV/cm in 1,2
kV/cm (P < 0,001) so se elektroporirani (EP) vzorci statistično razlikovali od CDDP+EP vzorcev. (B) Pri
električnih poljih  2 kV/cm, so se EP vzorci statistično razlikovali od CDDP+EP vzorcev (P < 0,001). Slika je
povzeta po [44].

Slika III.2. Citotoksičnost pri različnih koncentracijah cisplatina (CDDP) in stalnem električnem polju: (A)
1,2 kV/cm, osem 100 μs dolgih monopolarnih pulzov s ponavljalno frekvenco 1 Hz; (B) 3 kV/cm, 8 vlakov
visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov 1-1-1-1 μs, dovedenih s ponavljalno frekvenco vlakov 1 Hz.
Vsaka točka predstavlja povprečje ± standardni odklon 3�7 poskusov. *- CDDP vzorci so se statistično
razlikovali od CDDP+EP vzorcev (EP = elektroporacija) (P < 0,001). Slika je povzeta po [44].

V naslednji študiji smo poleg vlakov visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov

preučevali tudi vpliv milisekundnih pulzov na vnos in citotoksičnost cisplatina (članek 2).

Milisekundni pulzi se običajno uporabljajo za vnos plazmidne DNK, ki kodira beljakovine

za stimulacijo imunskega odziva pri kombiniranju EKT in GET. Izvedli smo poskuse EKT

in vitro z uporabo treh različnih vrst pulzov: i) osem monopolarnih 100 μs dolgih pulzov,

ki se običajno uporabljajo pri EKT, ii) osem vlakov visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih

pulzov in iii) osem 5 ms pulzov. Pri vseh treh različnih vrstah pulzov smo opazili podoben

vnos in citotoksični učinek cisplatina (slika III.3), pri čemer je bila jakost posamezne vrste

pulzov ustrezno prilagojena.

S kombinacijo rezultatov na slikah III.3A in B smo določili število molekul

cisplatina, ki je potrebno za doseganje citotoksičnega učinka. To število je v razponu 2–

7×107 molekul cisplatina na celico, ne glede na vrsto pulzov, kar prikazuje slika III.3C.

Razpon števila molekul cisplatina za doseganje citotoksičnega učinka se ujema s predhodno

študijo, ki so jo objavili Vižintin in sod. [105]. V omenjeni študiji so uporabili enake

eksperimentalne protokole kot v naši študiji, pri čemer so primerjali klasične EKT pulze z

nanosekundnimi pulzi.
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Slika III.3. Citotoksičnost cisplatina (A) in število molekul cisplatina na celico (B) pri različnih
koncentracijah cisplatina in fiksni jakosti električnega polja: 1,4 kV/cm za vlake visokofrekvenčnih bipolarnih
pulzov, 1,2 kV/cm za 8 × 100 μs pulze in 0,6 kV/cm za 8 × 5 ms pulze. Vsaka točka predstavlja povprečje ±
standardni odklon 3–4 poskusov. *- Statistično značilne razlike v primerjavi s kontrolo (p < 0,05) z
dvofaktorskim testom ANOVA. Barva zvezdice ustreza barvi črte za določeno vrsto testirano pulzov. C)
Preživetje celic kot funkcija števila molekul cisplatina na celico v kombinaciji z elektroporacijo. Slika je
povzeta po [106].

V študiji smo uporabili fenomenološki model, ki opisuje pojav elektroporacije in

transport molekul skozi celično membrano. Ugotovili smo, da model dobro napove

velikostni razred števila molekul cisplatina znotraj posamezne celice za vse testirane vrste

pulzov (klasični EKT pulzi, nanosekundnih pulzi, milisekundni pulzi in vlaki

visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov), vendar je potrebna nadaljnja optimizacija

modela za točnejše rezultate.

III.2 Vrednotenje mehanističnih modelov elektroporacije

Matematični modeli so ključno orodje za preučevanje odziva celic na izpostavitev

električnim pulzom. Primerjava rezultatov modeliranja z eksperimentalnimi podatki lahko

znanstvenikom pomaga bolje razumeti pojav elektroporacije. Zato smo se odločili proučiti
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obstoječe mehanistične modele, ki opisujejo pojav elektroporacije in molekularnega

transporta skozi celično membrano na ravni posamezne celice. Študijo smo pričeli s

pregledom obstoječe literature, nato pa smo izbrali tri reprezentativne modele za nadaljnjo

analizo: Miklavčič in Towhidi [95], Li in sod. [98], [99], in Smith [96]. Te modele v

nadaljevanju označujemo kot MT2010 [95], LL2011 [98], [99], in S2011 [96]. Veljavnost

modelov smo ovrednotili tako, da smo napovedi modelov primerjali z različnimi nabori

eksperimentalnih meritev transporta majhnih molekul skozi celično membrano.

Napovedi modela MT2010 sta avtorja v svojem članku primerjala s kvalitativnimi

meritvami znotrajcelične koncentracije barvila lucifer rumeno, izmerjenimi po izpostavitvi

celic 1 ms dolgim pulzom različnih oblik, kar so v okviru predhodne študije opravili Kotnik

in sod. [107]. V naši študiji smo model MT2010 nadalje primerjali s kvantitativnimi

meritvami znotrajcelične koncentracije barvila lucifer rumeno, izmerjenimi po izpostavitvi

celic pulzu dolžine bodisi 1 ms bodisi 100 μs [85]. Ugotovili smo, da model MT2010

precenjuje eksperimentalne vrednosti znotrajcelične koncentracije za en velikostni razred

(slika III.4). S tem smo pokazali, da kvalitativno primerjanje napovedi modela z

eksperimentalnimi meritvami ne zadostuje za validacijo modela.

Slika III.4. Znotrajcelična koncentracija barvila lucifer rumeno kot funkcija jakosti električnega polja po
dovajanju enega pulza dolžine bodisi 100 μs bodisi 1 ms. Krogi prikazujejo eksperimentalne meritve
znotrajcelične koncentracije iz Puc et al. [85], polne črte pa napovedi modela MT2010. Slika je povzeta po
[93].

Model S2011 je bil prvotno primerjan s kvantitativnimi eksperimentalnimi

meritvami končnega vnosa barvila lucifer rumeno (Puc in sod. [85]) ter končnega vnosa

kalceina (Canatella in sod. [108]) in se je z eksperimentalnimi rezultati odlično ujemal. V

naši študiji smo model S2011 dodatno primerjali s kvantitativnimi meritvami časovnih
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sprememb znotrajcelične koncentracije kalceina in propidija, ki so jih izmerili Sözer in sod.

[109] pri izpostavitvi celic enemu 220 μs dolgemu pulzu jakosti 2,5 kV/cm, (glej sliko 4

članka 3 [93]) ali desetih 6 ns dolgih pulzov jakosti 200 kV/cm (slika III.5). Naši izračuni

so pokazali, da model ni ustrezno opisal meritev Sözer in sod. S tem smo ugotovili, da za

validacijo modela niso dovolj kvantitativne meritve končnega vnosa molekul, ampak so

potrebne tudi meritve kinetike.

Slika III.5. Znotrajcelična koncentracija kalceina in propidija po dovajanju desetih pulzov dolžine 6 ns in
jakosti 200 kV/cm. Znotrajcelična koncentracija je normalizirana glede na začetno zunajcelično koncentracijo.
(a) Eksperimentalne meritve Sözer in sod. [109]. (b) Rezultati modeliranja z uporabo privzetih parametrov
modela S2011. Pri tem bi bralca radi opozorili na različne y-osi v (a) in (b). Opazimo lahko, da normalizirana
koncentracija propidija presega vrednost 1, kar je mogoče zato, ker se večina molekul propidija veže na
nukleinske kisline in s tem omogoča stalen pretok prostega propidija v celico, dokler niso zasedena vsa
vezavna mesta na nukleinskih kislinah. Slika je povzeta po [93].

Avtorja modela LL2011 sta v svojem članku pokazala, da se napovedi modela

kvalitativno ujemajo z meritvami vnosa kalcija v celice, ki sta jih opravila Gabriel in Teissié

[110]. V naši študiji smo model LL2011 dodatno primerjali z kvantitativnimi meritvami

vnosa barvila lucifer rumeno [85], ki pa jih model ni ustrezno napovedal. Tako smo

ugotovili, da noben od preizkušenih modelov ni dovolj zanesljiv za napovedovanje
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transporta molekul skozi celično membrano pri širokem razponu parametrov pulzov ter da

nobenega od modelov ni mogoče razumeti kot povsem potrjenega. Na koncu smo podali še

priporočila za nadaljnji razvoj mehanističnih modelov elektroporacije in načrtovanje

poskusov za njihovo validacijo.

Kljub temu, da imajo obstoječi mehanistični modeli elektroporacije precejšnje

omejitve pri napovedovanju transporta molekul skozi celično membrano, jih lahko še vedno

uporabimo kot pomoč pri interpretaciji določenih eksperimentalnih rezultatov. To smo

pokazali v naslednji študiji, v kateri smo model elektroporacije uporabili za boljše

razumevanje vpliva orientacije posameznega kardiomiocita na povišanje prepustnosti

celične membrane in preživetje celic pri izpostavitvi pulzom različnih dolžin (članek 4

[111]). Izračune smo naredili za model kardiomiocita, ki ima daljšo os orientirano bodisi

vzporedno bodisi pravokotno glede na smer zunanjega električnega polja, ter za pulze

dolžine od 100 ns do 10 ms. Rezultati modeliranja so pokazali, da je pri pulzih, daljših od

10 µs in pri nižjih jakostih električnega polja vpliv elektroporacije najprej opazen pri

vzporedni orientaciji, z višanjem jakosti električnega polja pa postane vpliv elektroporacije

večji pri pravokotni orientaciji. Pri pulzih dolžine okoli 1 µs in nižjih jakostih polja je vpliv

elektroporacije razmeroma neodvisen od orientacije, pri višjih jakostih električnega polja

pa je vpliv elektroporacije višji pri pravokotno orientiranih celicah. Pri pulzih, krajših od 1

µs, pri vseh jakostih električnega polja velja, da je vpliv elektroporacije višji pri pravokotno

orientiranih celicah (glej sliko 3 v članku [111]).

Rezultati modela se ujemajo z eksperimentalnimi rezultati Dermol-Černe in sod.

[112] in Chaigne in sod. [113]. Chaigne in sod. so pokazali, da po izpostavitvi enemu 10 ms

pulzu, kardiomiociti, orientirani vzporedno, odmrejo pri nižji električni poljski jakosti (240

V/cm) kot kardiomiociti, orientirani pravokotno na smer električnega polja (328 V/cm). To

pomeni, da so vzporedno orientirani kardiomiociti bolj občutljivi na električno polje.

Nasprotno pa pri uporabi enega pulza dolžine 100 µs pravokotno orientirani kardiomiociti

odmrejo pri nižji jakosti električnega polja (595 V/cm) kot vzporedno orientirani

kardiomiociti (1072 V/cm). Z modelom smo tudi pokazali, da pri 10 ms dolgih električnih

pulzih z električnimi poljskimi jakostmi v območju ireverzibilne elektroporacije nastane več

por pri vzporedno orientiranih kardiomiocitih kot pri pravokotno orientiranih (slika III.6A).

Pri 100 µs dolgih električnih pulzih je bilo opažanje ravno obratno - pri električnih poljskih
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jakostih v območju ireverzibilne elektroporacije je nastalo več por pri pravokotno

orientiranih kardiomiocitih kot pri vzporedno orientiranih (slika III.6B).

Slika III.6. Primerjava rezultatov modela in eksperimentov na primarnih kardiomiocitih. (A, B) Z modelom
napovedano število por v membrani kardiomiocita v odvisnosti od električne poljske jakosti pri dovedenem
enempulzu dolžine A) 10 ms ali B) 100 µs. Električno polje je usmerjeno vzporedno (polna modra črta) ali
pravokotno (črtkana modra črta) glede na daljšo os celice. Navpični črti označujeta prag električne poljske
jakosti za ireverzibilno elektroporacijo pri vzporedni oz. pravokotni orientaciji, ki sta navedeni v [113]. (C)
Tabelarno prikazan prag električne poljske jakosti za ireverzibilno elektroporacijo, ki je bil eksperimentalno
določen v [113], za vzporedno in pravokotno orientacijo. Električna poljska jakost je ocenjena kot količnik
dovedene napetosti in razdalje med elektrodama (4 mm). (D) Primerjava največje znotrajcelične diastolične
koncentracije Ca2+ za vzporedno in pravokotno orientacijo po izpostavitvi 100 µs pulzom z naraščajočo
električno poljsko jakostjo [113]. Električne poljske jakosti, ki so po eksperimentalnih rezultatih nižje od praga za
ireverzibilno elektroporacijo, so osenčene sivo v (B). V (D) je poleg posameznih vrednosti za vsako
izmerjeno celico prikazano še povprečje ± standardni odklon za vsako skupino meritev. *: p < 0,05, ***: p <
0,001. Slika je povzeta po [111].
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IV. Zaključek

V doktorski disertaciji smo pokazali, da za EKT lahko uporabljamo različne vrste pulzov in

s tem potencialno izboljšamo zdravljenje. V disertaciji smo tudi pokazali, da imajo obstoječi

matematični modeli elektroporacije precejšnje omejitve pri napovedovanju transporta

molekul skozi celično membrano v širokem razponu parametrov električnih pulzov.

Rezultati študij so podrobno opisani v člankih, zato je to poglavje namenjeno predvsem

pregledu zaključkov posameznih študij in predlogih za nadaljnje delo.

V EKT študijah in vitro (članka 1 in 2) smo primerjali učinek različnih vrst pulzov,

tj. klasičnih EKT pulzov, vlakov visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov in

milisekundnih pulzov na vnos in citotoksičnost cisplatina. Po optimizaciji jakosti pulzov

smo z vsemi tremi vrstami pulzov dosegli podoben vnos cisplatina v celice in podobno

stopnjo citotoksičnosti, kar pomeni, da so te vrste pulzov enakovredne glede povečanja

citotoksičnosti cisplatina pri EKT. V nadaljevanju bo potrebno oceniti učinkovitost teh vrst

pulzov še in vivo, saj k uspešnosti EKT prispevata tudi vpliv elektroporacije na ožilje

tumorja in imunski odziv. V študijah, ki združujejo EKT in GET, običajno najprej dovedejo

klasične EKT pulze za vnos kemoterapevtika v celice, nato pa dovedejo še milisekundne

pulze za vnos plazmidne DNK. Za GET običajno uporabljajo milisekundne pulze, saj

zagotavljajo močnejšo elektroforetsko silo, ki omogoči interakcijo DNK molekul s celično

membrano in vnos DNK v celico. Koristno bi bilo, če bi za EKT in GET lahko uporabili

enako vrsto pulzov, saj bi to poenostavilo terapijo in omogočilo uporabo preprostejših

pulznih generatorjev. V nadaljevanju bi bilo zanimivo preveriti učinkovitost zdravljenja z

enakimi pulzi tako za EKT kot GET in vivo.

Tounekti in sod. [114] so določili, da za celično smrt zadostuje nekaj tisoč molekul

bleomicina na celico. V in vitro študiji, v kateri smo izvajali EKT poskuse z uporabo

cisplatina, smo eksperimentalno določili še število molekul cisplatina, potrebnih za celično

smrt (članek 2). Območje potrebnih molekul cisplatina je 2-7x107 molekul na celico ne

glede na vrsto pulzov, kar se ujema s študijo, ki so jo objavili Vižintin in sod. [105]. Iz tega

lahko sklepamo, da je število molekul cisplatina, potrebnih za celično smrt, neodvisno od

vrste dovedenih pulzov. Kljub temu je potrebno upoštevati, da se pogoji in vitro razlikujejo

od pogojev in vivo. V naših in vitro poskusih je zunajcelična koncentracija 50 μM cisplatina
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zadoščala za vnos dovolj velikega števila molekul cisplatina za celično smrt, vendar bi in

vivo lahko bila potrebna drugačna zunajcelična koncentracija cisplatina. Pri poskusih s

celicami v suspenziji cisplatin enakomerno obdaja celice in količina cisplatina v

zunajceličnem prostoru je velika. Zato se vnos cisplatina skozi elektroporirano membrano

ustavi šele, ko se celična membrana zaceli. Pri poskusih in vivo pa je količina cisplatina v

zunajceličnem prostoru omejena, saj so celice v tkivu tesno skupaj, zunajcelični prostor pa

je manjši od znotrajceličnega. Vnos zdravil in vivo je lahko omejen tudi zaradi zmanjšanja

žilnega pretoka [47], [49], nanj pa lahko vplivajo povečan intersticijski tlak, neenakomerna

porazdelitev kemoterapevtika in limfni obtok, vezava zdravila na netarčne molekule ter

metabolizem [114]–[117].

Pri načrtovanju zdravljenja globlje ležečih tumorjev z EKT trenutno upoštevamo le

pokritost tumorja z dovolj visoko jakostjo električnega polja, ki zadostuje za povišanje

prepustnosti celičnih membran tumorskih celic [118], [119]. Zgolj povišanje prepustnosti

celične membrane pa ne zagotavlja vnosa zadostnega števila molekul kemoterapevtika in s

tem uspešnosti zdravljenja z EKT. V prihodnje bi bilo smiselno nadgraditi načrtovanje

zdravljenja z modelom, ki opisuje transport kemoterapevtika po tumorskem tkivu in vnos

kemoterapevtika v tumorske celice. Za dosego tega cilja najprej potrebujemo zanesljiv

model, ki opisuje transport molekul skozi elektroporirano celično membrano. V disertaciji

smo zato primerjali obstoječe mehanistične modele, ki opisujejo pojav elektroporacije in

molekularnega transporta skozi celično membrano posameznih celic (članek 3). Ugotovili

smo, da i) kvalitativno primerjanje napovedi modela z eksperimentalnimi meritvami ne

zadostuje za validacijo modela, ii) za validacijo modela niso dovolj kvantitativne meritve

končnega vnosa molekul, ampak so potrebne tudi meritve kinetike vnosa molekul in iii)

poskusi, namenjeni validaciji modela, morajo biti načrtovani tako, da so dovolj specifični

in lahko potrdijo ali ovržejo različne napovedi modela. Nadalje smo ugotovili, da noben od

obstoječih mehanističnih modelov ni dovolj zanesljiv za opis transporta molekul skozi

celično membrano v širokem razponu parametrov pulzov, ki se uporabljajo za

elektroporacijo. Potrebno je torej nadaljnje delo in izboljšanje obstoječih modelov. Možna

izboljšava je vključitev peroksidacije lipidov in poškodb membranskih beljakovih kot

mehanizma povečanja prepustnosti membrane. Dodatne raziskave so potrebne, da bi bolje

razumeli, kako in zakaj pride do oksidacije lipidov in poškodb membranskih beljakovin, ter
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kako kinetika teh procesov vpliva na transport skozi celično membrano. Kljub temu lahko

obstoječi mehanistični modeli še vedno pomagajo pri interpretaciji nekaterih

eksperimentalnih rezultatov, na primer vpliva orientacije kardiomiocitov na elektroporacijo

z različno dolgimi pulzi, kot smo pokazali v članku 4. Obenem pa lahko že preprostejši

fenomenološki modeli že zadoščajo za dani praktični namen, kot je opis velikostnega

razreda vnosa cisplatina, doseženega z različnimi vrstami pulzov, kot smo prikazali v članku

2.
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V. Izvirni prispevki k znanosti

Primerjava različnih vrst pulzov v smislu njihove enakovrednosti za vnos cisplatina v

celice pri elektrokemoterapiji

S poskusi in vitro smo primerjali učinek klasičnih 100 µs monopolarnih EKT pulzov, vlakov

visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov in monopolarnih milisekundnih pulzov na

vnos in citotoksičnost cisplatina. Ker lahko vlaki visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih

pulzov ublažijo bolečine in krčenje mišic med zdravljenjem z elektroporacijo, smo

primerjali učinek kratkih bipolarnih pulzov in klasičnih EKT pulzov (članek 1).

Predklinične in klinične študije so pokazale, da uporaba EKT v kombinaciji z gensko

terapijo s plazmidno DNK, ki kodira beljakovine za stimulacijo imunskega odziva, lahko

nadgradi EKT iz lokalnega v sistemsko zdravljenje. Ker pri genski terapiji običajno

dovajamo milisekundne pulze, smo v naših raziskavah s cisplatinom preizkusili tudi

milisekundne pulze. Ugotovili smo, da sta vnos in citotoksičnost cisplatina neodvisna od

izbrane vrste pulzov, če ustrezno prilagodimo dovedeno električno poljsko jakost. Sklepamo

torej, da bi za EKT lahko uporabljali različne vrste pulzov. Potrebne so nadaljnje študije in

vivo, da bi raziskali, kako te različne vrste pulzov vplivajo na imunski odziv in krvni pretok

v tumorskem žilju, ki sta pomembna mehanizma, ki prispevata k uspešnemu zdravljenju

EKT.

Določitev števila molekul cisplatina, ki je potrebno za citotoksični učinek

Načrtovanje zdravljenja z numeričnimi izračuni porazdelitve električnega polja v tumorju

in okoliškem tkivu pomaga določiti optimalne parametre za zdravljenje globlje ležečih

tumorjev. Za uspešnost zdravljenja z EKT ne zadostuje zgolj pokritost tumorskega tkiva z

dovolj visokim električnim poljem, ki poviša prepustnost celičnih membran tumorskih celic.

Enako pomembno je tudi, da v tumorske celice vnesemo zadostno količino

kemoterapevtika, zato smo eksperimentalno določili število molekul cisplatina v celici, ki

jih potrebujemo za doseganje citotoksičnega učinka (članek 2). S poskusi in vitro smo

določili vnos in citotoksičnost cisplatina, pri čemer smo celice izpostavili različnim vrstam

pulzov. Z združitvijo rezultatov vnosa cisplatina in citotoksičnosti cisplatina smo določili

število molekul cisplatina, potrebnih v posamezni celici za doseganje citotoksičnega učinka.

Število potrebnih molekul znaša od 2 do 7×107 molekul cisplatina na celico. Naši rezultati

nadalje kažejo, da lahko enakovredno uporabimo različne vrste pulzov: klasične EKT pulze,
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vlake visokofrekvenčnih kratkih bipolarnih pulzov, milisekundne pulze in nanosekundne

pulze, saj vsi omogočajo vnos zadostnega števila molekul cisplatina na celico ob ustrezni

prilagoditvi električnega polja. Tako bi za EKT lahko uporabljali različne vrste pulzov, kar

potrjuje ugotovitve prvega izvirnega znanstvenega prispevka.

Vrednotenje obstoječih modelov elektroporacije za napovedovanje molekularnega

transporta in/ali drugih povezanih pojavov na ravni posamezne celice

Primerjali smo obstoječe matematične modele, ki opisujejo elektroporacijo in transport

molekul skozi celično membrano na ravni posameznih celic. Najprej smo na podlagi

pregleda literature naredili pregled različnih mehanističnih in fenomenoloških modelov.

Nato smo kritično ovrednotili tri izbrane mehanistične modele, ki so bili podlaga za vse

druge objavljene modele, tako da smo njihove napovedi primerjali z različnimi

kvantitativnimi meritvami transporta molekul skozi celično membrano po elektroporaciji.

Dva od preizkušenih modelov opisujeta elektroporacijo kot nastanek lipidnih por, opisanih

s porazdelitveno funkcijo por, in upoštevata transport molekul skozi pore zaradi

elektroforetskega in difuzijskega transporta. Tretji model opisuje povišanje prepustnosti

celične membrane z uporabo kinetične sheme in upošteva transport molekul skozi pore

zaradi difuzije in endocitoze. Ugotovili smo, da noben od preizkušenih modelov ni dovolj

zanesljiv za napovedovanje transporta molekul v celotnem razponu parametrov pulzov in

za različne majhne molekule, ki se uporabljajo pri raziskavah elektroporacije (članek 3).

Kljub temu so lahko obstoječi mehanistični modeli še vedno koristni pri interpretaciji

nekaterih rezultatov poskusov, na primer vpliva orientacije kardiomiocitov na

elektroporacijo z uporabo različno dolgih pulzov (članek 4). Poleg tega lahko tudi

fenomenološki modeli zadoščajo za praktične namene, kot je opis velikostnega reda vnosa

cisplatina, doseženega z različnimi vrstami pulzov (članek 2).
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1. Introduction

When pulsed electric field of sufficient strength is applied to a biological cell, a transient

increase of cell membrane permeability and conductivity can be observed, and this

phenomenon is called electroporation. Electroporation allows the transport of ions and

molecules that otherwise cannot permeate or poorly permeate across the intact membrane

[1], [2]. Electroporation can be reversible or irreversible. If the cells recover and re-establish

their homeostasis after pulse application, electroporation is called reversible. Otherwise, if

the damage is too extensive and the cells die, electroporation is called irreversible.

Electroporation is used in biomedicine (e.g., reversible electroporation is used for

electrochemotherapy, gene therapy, and transdermal drug delivery, whereas irreversible

electroporation is used as an ablation technique to treat tumors or heart arrhythmias) [3]–

[7], in biotechnology [8], and food processing [9].

1.1. Electrochemotherapy

Electrochemotherapy (ECT) is a safe, highly efficient, local treatment used in clinics to treat

cutaneous and subcutaneous tumors of different histologies [10], [11]. In 2006, the standard

operating procedures were published to successfully treat cutaneous tumors smaller than 3

cm in diameter [12], [13] and were recently updated considering the treatment of larger

tumors [14]. Nowadays, ECT is a well-recognized treatment across Europe, as evidenced

by the UK’s National Institute for Health and Care Excellence guidance [15], [16] and recent

European consensus-based interdisciplinary documents for squamous cell carcinoma of the

skin, basal cell carcinoma, melanoma, and Kaposi’s sarcoma [17]–[22]. Currently, there are

ongoing trials for the treatment of deep-seated tumors using ECT [23]–[28].

In ECT, first, the chemotherapeutic drug is administered intravenously or

intratumorally, and then short high-intensity electric pulses are applied to the tumor tissue

resulting in cell membrane electroporation. The two most used chemotherapeutic drugs in

ECT are bleomycin and cisplatin [29]. Electroporation potentiates the influx of the drugs

into the tumor cells, and consequently the cytotoxicity of bleomycin by several hundred to

thousands folds and of cisplatin by several tens fold compared to non-electroporated

controls [30]–[32]. Thus, in ECT lower doses of chemotherapeutic drugs are needed to

achieve a cytotoxic effect than in standard chemotherapy.
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Conventionally, eight monopolar pulses of 100 μs duration are applied with a 1 Hz

or 5 kHz pulse repetition rate [14], see Figure 1 a. However, the delivery of these pulses to

the tumor tissue unintendedly stimulates also surrounding excitable cells, i.e., muscle and

nerve cells (e.g., motor nerves and nociceptors) provoking muscle contractions and pain in

the patient during the treatment. When treating cutaneous tumors, muscle contractions can

potentially cause the displacement of the electrodes if insufficient pressure is exerted on

them by the operator during pulse delivery. Such displacement might result in low

electropermeabilization and failure of ECT due to the reduced/loss of electrical contact

[120]. On the other hand, when too high pressure is exerted on the electrodes by the operator

a larger contact area is considered which requires a higher electric current. If the current

exceeds a given level (e.g. 12 A) some electroporators for safety reasons will discontinue

pulse delivery resulting in reduced ECT efficiency [120]. Furthermore, when treating deep-

seated tumors, long needle electrodes are invasively inserted around the target volume. The

displacement of electrodes could potentially increase the tissue trauma caused by needles

which might result in harmful effects on the nearby vital structures and affect the electric

field distribution which might lead to suboptimal treatment [121]. Thus, there is a need to

use local or general anesthesia and muscle relaxants. When performing ECT of deep-seated

tumors in proximity to the heart, the pulses need to be synchronized with the heart rhythm

[33], [34].

Pain and muscle contractions can be reduced by applying pulses at a higher repetition

rate [35], [36], by optimizing the design of the electrodes such that the muscle volume

crossed by the current is reduced as much as possible [37], [38], or by delivering bursts of

high-frequency short bipolar pulses [37], [39]. These bursts contain a series of short (0.5−10

μs) bipolar pulses that are applied at a repetition rate of approximately 1 Hz, see Figure 1 b.

In vivo [40]–[42], and human studies [43] have shown that the use of bursts of high-

frequency short bipolar pulses to achieve irreversible electroporation mitigates pain and

muscle contraction compared to longer monopolar pulses. Recently, in vitro [44] and in vivo

[45] studies have demonstrated that bursts of high-frequency short bipolar pulses can be

used for the uptake of chemotherapeutic drugs and thus have the potential to be applied for

ECT. Recent reports on humans indeed demonstrated the safety, tolerability, and efficacy of

using bursts of high-frequency short bipolar pulses for the treatment of cutaneous tumors

with ECT [46].
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Figure 1. Pulses parameters as a function of the time with high enough amplitude represented in the figure
with the letter A. Figure 1a top shows the classical pulses used in ECT: 8 monopolar pulses at 1 Hz repetition
frequency having 100 μs pulse duration (Figure 1 a bottom). Figure 1 b top shows the bursts of high-frequency
short bipolar pulses: M bursts at 1 Hz repetition frequency. Each bust contains N bipolar pulses with a short
pulse duration of ~2 μs for the positive phase and ~2 μs for the negative phase (Figure 1 b bottom) at high
repetition frequency of few kHz.

In ECT the mechanisms that contribute to tumor eradication are the potentiated

uptake and cytotoxicity of the chemotherapeutic drugs, the reduction of the blood flow, and

the involvement of immune response. Electroporation transiently and reversibly reduces the

vascular flow of the tumor tissue, the so-called vascular lock, prolonging the drug

entrapment in the tumor tissue for several hours. Additionally, a vascular-disrupting effect

is also observed due to endothelial cell death which leads to tumor cell death due to long-

lasting hypoxia in the affected vessels [47]–[49]. The immune response plays an important

role in eradicating tumor tissue during ECT. The release of molecules such as damage-

associated molecular patterns (DAMP) and tumor antigens after electroporation can

stimulate the immune system inducing immunogenic cell death. Multiple studies in canine

and human patients have thus tested ECT in combination with gene electrotransfer (GET)

of plasmid DNA encoding for interleukin-12 (IL-12), which stimulates the immune system

[50], [51]. Usually in GET millisecond pulses are used to electrophoretically drive the

molecules of DNA towards the cell membrane. The combined ECT and GET treatment

applied to 19 patients with metastatic melanoma successfully evoked a systemic immune
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response and succeeded in producing a partial response in 8 patients (42%) or a complete

response in 2 patients (10 %) of distant, non-treated nodules (abscopal effect) [50].

Changing the conventional 8  100 μs pulses with an alternative type of pulse could

be advantageous in ECT. For example, using bursts of high-frequency short bipolar pulses,

which mitigate pain and muscle contraction, or millisecond pulses, which in combination

with protein-encoding DNA, stimulate the immune response. However, it remains unclear

how these pulse parameters affect drug uptake and its cytotoxicity.

1.2. Cell membrane permeability and molecular transport

Under physiological conditions, a biological cell maintains through a complex system of

ion channels and pumps a resting transmembrane voltage (TMV) which, depending on the

cell type, ranges between -40 mV and -90 mV [52], [53]. The plasma membrane acts as a

selective barrier separating the cell interior from the external environment allowing the

inflow and the outflow of specific molecules through the membrane. The transport of solutes

occurs by several mechanisms: i) by simple diffusion through the lipid bilayer of uncharged

small polar molecules such as O2 and CO2; ii) by electrodiffusion through membrane

proteins (transporters and channels) of small organic ions or inorganic ions; iii) osmosis; iv)

endocytosis; and v) by the use of ion pumps [122].

A biological cell can be considered, from the electrical point of view, as a conductive

body (cytosol) surrounded by a dielectric shell (cell membrane) embedded by a conductive

extracellular solution. Thus, when an external electric field is applied to a biological cell, an

additional TMV is induced across the cell membrane which superimposes onto the resting

TMV. If the summed TMV is sufficiently high by absolute value, structural changes occur

in the cell membrane which increases the membrane permeability to different ions and

molecules disrupting membrane barrier function [54]–[56]. According to molecular

dynamics simulations [57], theoretical predictions [58], and experimental investigations on

lipid systems [59] the induced TMV increases the probability of formation of pores in the

lipid bilayer [60]–[62]. Nowadays, such pore formation is widely recognized as a

mechanism of membrane electroporation. Additionally to the pore formation, electric pulses

also cause chemical changes to the lipids through lipid peroxidation [63], [64] and can

damage or modulate the function of certain membrane proteins like voltage-gated ion

channels [65]–[67]. Both lipid peroxidation and membrane protein damage can contribute
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to the increased cell membrane permeability. The induced TMV is affected by cell geometry,

cell orientation, and composition of the extracellular medium [68]–[70]. The induced TMV

increases linearly with the strength of the applied electric field. Furthermore, the induced

TMV varies with position on the membrane and reaches the maximal absolute value at the

regions of the cell membrane that are facing the electrodes [71]–[73]. As electroporation

increases the membrane conductivity, the membrane starts discharging through the

permeabilized membrane, which saturates or even decreases the induced TMV, and limits

further increase in membrane permeability. Thus, electroporation is a highly dynamic

process that depends considerably on the parameters of the applied electric pulses.

Electroporation can be determined indirectly by measuring the transmembrane

transport (i.e., inflow and outflow) of molecules that otherwise poorly permeate the

membrane, by monitoring cell swelling [80], [81], by impedance measurements of the cell

membrane from which we can extract the conductivity and resistivity of the sample during

electroporation [78], [79], and by voltage clamp techniques which measure the

transmembrane ion current in a single cell [76], [77]. The transport of molecules across an

electroporated membrane occurs in the regions of the membrane where a sufficiently high

TMV is induced [72], [74], [75] and is detected by using fluorescent dyes, functional

molecules such as cisplatin and bleomycin, magnetic nanoparticles, and nucleic acids [82].

The uptake of molecules is affected by pulse parameters (number of pulses, pulse shape,

pulse duration, and pulse amplitude), solute characteristics (size, charge), and extracellular

conditions (conductivity of the extracellular medium [98], [123], [124]).

The mechanisms of transmembrane molecular transport of small molecules (<4 kDa)

are diffusion, electrophoresis, electroosmosis, and endocytosis [1], [83]–[85]. During pulse

application, the transport of molecules is mainly due to electrophoresis and possibly due to

electroosmosis. After pulse application, the transport is mainly diffusive, but can also have

an electrophoretic component due to nonzero transmembrane voltage [86]. Endocytic

uptake of molecules can also be observed after the pulse application [83], [87]. The transport

of macromolecules such as DNA is a multistep and more complex process compared to a

small molecule uptake [83], [88], [89]. Usually, long millisecond pulses are used for the

uptake of macromolecules [90] or a combination of a strong short pulse with one or several

weak long pulses increases the DNA transfection efficiency suggesting that the former type
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of pulses is mainly responsible for creating the pores, whereas the latter one assists DNA

translocation electrophoretically [91], [92].

1.3. Model of electroporation and transmembrane molecular transport

Mathematical models help scientists understand the underlying mechanisms of a biological

system by using physical and mathematical laws. Employing mathematical models is often

less time-consuming and less expensive than experimental work and can be calculated at

any time on a computer. Electroporation is a process that involves different spatiotemporal

scales, ranging from the molecular level (i.e., nanometres) to the tissue level (i.e., few

centimeters), and different physical phenomena (i.e., electric, thermal, chemical, etc.). Thus,

multiphysics and multiscale mathematical models have been developed by researchers to

describe spatially and temporally the phenomenon of electroporation and the related

transmembrane molecular transport. These mathematical models can be broadly divided

into mechanistic and phenomenological.

The mechanistic models aim to describe empiric/experimental results by using

physical laws. Therefore, the model parameters have a physical meaning, which facilitates

the scientific interpretation of the results. Existing mechanistic models of electroporation

mainly attribute the increase of cell membrane permeability to the formation of pores in the

lipid bilayer due to the increase in TMV. Mechanistic models can be divided into two larger

groups. The first group of models uses a kinetic scheme that describes the transition between

distinct states of pores created in the cell membrane. The forward transition between each

porous state depends exponentially on the TMV [94]. The molecular transport through pores

in these models has been described assuming diffusive transport only [94] or considering

additional endocytotic-like transport [95]. The second group of models describes pores in

terms of a pore distribution function described in the pore radius space. This pore

distribution function changes dynamically with the TMV [96], [97]. The molecular transport

through pores in these models has been described using the Nernst-Planck equations

considering both electrophoretic and diffusional transport [96], [98], [99].

The phenomenological models describe the experimental results without using any

physical laws and are based on empirical correlations. Therefore, it is not possible to explain

why the variables of the model interact the way they do. The phenomenological models of

electroporation present in the literature can be compartmental [85], based on equivalent
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circuit [100], based on arbitrary mathematical functions which describe the increase in

membrane permeability [101], [102] or the fraction of pores formed in the membrane [103],

[104].

Currently, several models that describe the phenomenon of electroporation and

transmembrane transport of molecules exist and have been qualitatively and/or

quantitatively compared with experimental measurements. Interestingly, different models

developed using different theoretical descriptions of membrane permeability and molecular

transport, showed good agreement with experimental data. However, it is still not clear and

well understood which model can be considered the best to describe the phenomenon of

electroporation and transmembrane transport of molecules and if the model is valid when

using a broad range of experimental data and conditions.

1.4. Aims of the dissertation

The overarching aim of this dissertation was to better understand the phenomenon of re-

versible electroporation and transmembrane molecular transport in ECT by performing in

vitro experiments and by using numerical models in individual biological cells.

Clinicians follow the recommendations written in the standard operating procedure

to successfully treat cutaneous tumors with ECT [13], [14]. Such protocols specify the type

of anesthesia, the type of drug, the route of drug administration, and the types of electrodes,

generators, and pulse parameters to be used during the treatment. However, the use of the

classical ECT pulses causes pain and muscle contraction in the patients. It has been observed

that the use of bursts of high-frequency short bipolar pulses reduces pain and muscle con-

traction in the patient which are otherwise present when using the classical ECT pulses.

Furthermore, many efforts are focused on making ECT a systemic treatment combining it

with immunotherapy. Preclinical and clinical studies have shown that the use of classical

ECT pulses in combination with gene electrotransfer (use of millisecond pulses and protein-

encoding DNA) which stimulates the immune system contributes to systemic tumor eradi-

cation. Thus, different types of pulses might improve ECT treatments, but it is not clear and

well-understood how different types of pulses will affect ECT. Therefore, in this disserta-

tion, the effect of different types of pulses on cisplatin uptake and its cytotoxicity as one of

the two dominant drugs used clinically are investigated.
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For the success of ECT not only the application of a high-enough electric field to

permeabilize the tumor tissue is needed but also the transport of a sufficient number of the

chemotherapeutic drug into a cell is needed to achieve its cytotoxic effect. Therefore, in this

dissertation, the number of cisplatin molecules needed inside a cell to achieve a cytotoxic

effect has been quantified when using different types of pulses.

The transport of molecules through electropermeabilized cell membranes is crucial for the

success of electroporation-based treatments such as ECT, GET, and transdermal drug

delivery. However, investigating the phenomenon of electroporation and the transport of

molecules with in vitro experiments can be demanding and time-consuming because many

parameters can affect the outcome such as cell and solute characteristics, pulse parameters,

and experimental conditions. Thus, mathematical models can be a useful tool to study the

response of cells to different pulse parameters. Currently, many different models that

describe the phenomenon of electroporation and transmembrane transport are described in

the literature and are considered validated when compared to a specific set of experimental

data. However, it is not clear if any model is good enough to describe the phenomenon of

electroporation for a broad range of pulse parameters. Therefore, in this dissertation, we

critically assess the existing mathematical models with respect to how well they describe

transmembrane transport in different experimental conditions.
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2. Research papers

The research work carried out during the doctoral studies is presented in four papers pub-

lished in international peer-reviewed scientific journals with impact factors. This chapter

first gives a brief overview of the papers and their connections, followed by all papers in

their original format.

The electric pulses conventionally used for ECT in the clinic cause pain and muscle

contraction in the patient, thus there is the need to use anesthesia and muscle relaxants

during the treatment. The use of bursts of high-frequency short bipolar pulses has been

suggested by many in vivo animal and human studies as a solution to reduce/mitigate pain

and muscle contraction. Bursts of high-frequency bipolar pulses have been mainly used to

perform irreversible electroporation; however, an in vitro study [125] has shown that bursts

of high-frequency short bipolar pulses can also be used for the uptake of small molecules.

Therefore, the main objective of the first paper The use of high-frequency short bipolar

pulses in cisplatin electrochemotherapy in vitro (Scuderi et al. 2019) was to verify if bursts

of high-frequency short bipolar pulses, which mitigate pain and muscle contractions, unlike

the conventional ECT pulses, can potentially be used for reversible electroporation in ECT.

For this purpose, we performed in vitro experiments using a mouse skin melanoma cell line

and applied either 8 monopolar pulses of 100 μs duration (conventional ECT pulses) or

bursts of high-frequency short bipolar pulses. We compared the cytotoxicity of cisplatin

between the two different types of pulses with the same on-time of 800 μs. A similar

cytotoxic effect was observed using the two different types of pulses. However, when using

bursts of high-frequency short bipolar pulses, a higher electric field was needed to achieve

a similar cytotoxic effect than using conventional ECT pulses.

Preclinical and clinical studies have shown that the use of ECT in combination with

gene electrotransfer (i.e., use of millisecond pulses with protein-encoding DNA) stimulates

the immune response which contributes to tumor eradication in ECT treatment.

Furthermore, in the first paper, we showed that bursts of high-frequency short bipolar pulses

can be used to achieve reversible electroporation in ECT. Thus, replacing the conventional

8 100 µs monopolar pulses with alternative types of pulses might be beneficial for the ECT

treatment. Furthermore, the success of ECT not only depends on the application of a
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sufficiently high electric field to the tumor tissue but also the transport of a sufficient number

of cisplatin molecules inside a cell. In the second paper The equivalence of different types

of electric pulses for electrochemotherapy with cisplatin - an in vitro study (Scuderi et al.

2024) we investigated how different types of pulses affect cisplatin uptake and cisplatin

cytotoxicity and determined the number of internalized cisplatin molecules needed to

achieve a cytotoxic effect. We performed in vitro experiments applying three different types

of pulses: i) 8 monopolar pulses of 100 μs duration conventionally used in ECT, ii) bursts

of high-frequency short bipolar pulses which reduce pain and muscle contractions, and iii)

8 monopolar pulses of 5 ms duration which stimulate an immune response. We observed a

similar uptake and cytotoxic effect of cisplatin using all three tested types of pulses when

the electric field for each type of pulses was properly adjusted. The number of cisplatin

molecules needed to achieve a cytotoxic effect was in the range of 2-7×107 cisplatin

molecules per cell for all three types of pulses. Furthermore, we tested a phenomenological

model describing electroporation and the associated transmembrane transport and

demonstrated that the model predicts quantitatively the number of cisplatin molecules in a

single cell relatively well but requires further improvement.

Mathematical models are an essential tool to investigate the response of cells to an

external applied electric field. Many different models have been developed to better

understand the phenomenon of electroporation and transmembrane molecular transport by

comparing the modeling results with experimental data. These models, despite their

different theoretical descriptions of membrane permeability and molecular transport,

generally showed good agreement with experimental data. However, it was not clear if the

models can be universally applied to a full range of experimental data. Therefore, the main

objective of the third paper Models of electroporation and the associated transmembrane

molecular transport should be revisited (Scuderi et al. 2022) was to critically assess the

existing mechanistic models that describe the phenomenon of electroporation and

transmembrane molecular transport of small molecules (< 4 kDa). We focused on three

mechanistic models, which formed the basis for all other published models, and compared

their predictions to a broad range of quantitative measurements of molecular transport. We

observed that none of the tested models can be universally applied to the full range of

experimental measurements. Even more importantly, we showed that none of the models
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has been compared to a sufficient amount of experimental data to confirm the model’s

validity. Finally, we provided recommendations on how to improve the development of

mechanistic models of electroporation and how to design experiments for thorough models.

While the existing mechanistic models of electroporation have strong limitations for

predicting the transmembrane transport of different molecules, they can still aid in the

interpretation of certain experimental results. We demonstrate this in the fourth paper

Characterization of the experimentally observed complex interplay between pulse duration,

electrical field strength, and cell orientation on electroporation outcome using a time-

dependent nonlinear numerical model (Scuderi et al. 2023). This paper used numerical

modelling to investigate how cell orientation, pulse duration, and pulse amplitude affect

TMV and pore formation in an isolated cardiomyocyte. The modeling results helped explain

how cell orientation with respect to the electric field direction can influence calcium uptake

and cell death in a complex way, depending on the duration and amplitude of the applied

electric pulses.
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3. Conclusions and future work

The presented thesis shows that different types of pulses are equivalent for potentiating

cisplatin cytotoxicity and can thus potentially be used in ECT with equal effectiveness of

the treatment. In addition, the thesis demonstrates that none of the existing theoretical

models of electroporation can reliably predict molecular transmembrane transport for the

entire range of pulse parameters and experimental conditions used in in vitro cell

electroporation; nevertheless, the models can still help interpret certain experimental

outcomes. The results of the studies are already thoroughly discussed in the papers, thus in

this chapter, I will give the final concluding remarks and discuss future work.

In Paper 1 and Paper 2, we compared the effect of different types of electric pulses

including classical ECT pulses, bursts of high-frequency short bipolar pulses, and millisec-

ond pulses on cisplatin uptake and cisplatin cytotoxicity using in vitro ECT experiments.

We observed that all tested types of pulses potentiate cisplatin uptake and cisplatin cytotox-

icity in an equivalent manner, provided that the electric field is properly adjusted for each

pulse type. Specifically, we achieved similar levels of cisplatin uptake and cisplatin cyto-

toxicity with all tested types of pulses. Thus, we conclude that ECT could be performed

with various types of pulses alternative to classical ECT pulses. Replacement of classical

ECT pulses with bursts of high-frequency short bipolar pulses would be beneficial to reduce

muscle contractions and pain, potentially avoiding the need for anesthetics and muscle re-

laxants. Replacement with millisecond pulses could be beneficial when combining ECT

with GET for immunotherapy. In studies that combine ECT with GET, first, the classical

ECT pulses are applied to enhance the uptake of the chemotherapeutic drug, followed by

millisecond pulses which promote the transport of protein-encoding DNA. The millisecond

pulses are commonly used in GET to electrophoretically drive the DNA molecules toward

the cell membrane and allow the uptake. However, it would be beneficial to use the same

type of pulse when ECT is combined with GET, as this would allow the use of less complex

pulse generators. Nevertheless, our studies only demonstrated that different types of pulses

are equivalent to enhancing the uptake of chemotherapeutic drugs and its cytotoxicity in

individual cells. The future goal is to evaluate the efficacy of different types of pulses in

vivo by comparing their effect on the immune response and vasoconstriction, which are

mechanisms that contribute to ECT but cannot be evaluated in vitro.
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The number of bleomycin molecules needed to kill the cells has been already

determined by Tounekti et al. [114] and is in the range of a few thousand molecules per cell.

In Paper 2 we experimentally quantified the number of cisplatin molecules needed to

achieve a cytotoxic effect, which is in the range of 2−7×107 when classical ECT pulses,

bursts of high-frequency short bipolar pulses, and millisecond pulses are used. Such range

is in agreement with a previous study published by Vižintin et al. [105], which used the

same experimental protocols as in our study, but compared classical ECT pulses and

nanosecond pulses. However, it is important to consider that in vitro conditions are to some

extent different than in vivo. In our in vitro experiments the extracellular concentration of

50 μM of cisplatin was sufficient to guarantee the uptake of sufficient number of cisplatin

molecules to cause cell death but in vivo, the needed extracellular concentration of cisplatin

might be different. In in vitro experiments with cells in suspension, the solute

homogeneously surrounds the cells and freely passes through the electroporated membrane.

The extracellular space is large compared to the volume fraction of the cells, therefore, the

transport of the solute stops only when the cell membrane reseals. In tissue, the cells are

densely packed and the extracellular reservoir containing the drug is comparatively small

and can limit the amount of drug that can enter into electroporated cells due to its depletion.

Furthermore, in vivo, the transport of drugs can be hindered by the increased interstitial

pressure in the tumor, heterogeneous distribution, lymphatic circulation, binding of the drug

to non-target molecules, and metabolism [115]–[117].

ECT of deep-seated tumors typically requires treatment planning. Currently, this

treatment planning considers a fixed electric field threshold to deem the tumor permea-

bilized or not, without considering the uptake of chemotherapeutic drugs. The permeabili-

zation of the cells within the tissue does not guarantee the uptake of a sufficient amount of

the chemotherapeutic drug and thus the success of the ECT treatment. Therefore, the future

goal to improve the treatment planning is to include a model that describes the transport and

the uptake of chemotherapeutics drugs in the tumor tissue/cells. In Paper 3, we took the first

step towards this goal by critically assessing the existing mechanistic models that describe

the phenomenon of electroporation and transmembrane molecular transport at the single-

cell level. We observed that i) qualitative validation is not sufficient to establish the validity

of a model, ii) quantitative validation in a fixed time point does not necessarily indicate the
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correct description of the kinetics of the uptake, and iii) experiments need to be carefully

designed to be specific enough for model validation. None of the existing mechanistic mod-

els is good enough to describe the phenomenon of electroporation and molecular transport

for the entire range of pulse parameters and types of delivered molecules used in electro-

poration research and applications. Further work is needed to improve these models, for

example, by including mechanisms, that have been identified to participate in increased

membrane permeability due to electroporation in addition to pores formed in the lipid bi-

layer, such as oxidative lipid damage and protein denaturation. However, this requires fur-

ther research to better understand how and why lipid oxidation and protein denaturation take

place and what is the kinetics of these processes. Nevertheless, the existing mechanistic

models can still help interpret specific experimental results, such as the influence of cardi-

omyocyte orientation on electroporation using pulses of different durations, as we demon-

strated in Paper 4. Furthermore, we tested a phenomenological model which was fitted with

cisplatin uptake data obtained in Paper 2. The model quantitatively predicted cisplatin up-

take when different types of pulses parameters were applied.
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4. Original scientific contributions

Testing the equivalence of different types of pulse parameters for

electrochemotherapy with cisplatin

We performed in vitro ECT experiments to compare the effect of classical ECT pulses,

bursts of high-frequency short bipolar pulses, and millisecond pulses on the uptake of

cisplatin, and cisplatin cytotoxicity. The use of bursts of high-frequency short bipolar pulses

has been suggested as a valuable option to mitigate pain and muscle contraction during

electroporation-based treatments. We, thus, performed the first study comparing the effect

of bursts of high-frequency short bipolar pulses with conventional ECT pulses in in vitro

ECT experiments (Paper 1). Preclinical and clinical studies have also shown that the use of

ECT in combination with gene electrotransfer (i.e., use of millisecond pulses with protein-

encoding DNA) stimulates the immune response, for this reason, we also tested millisecond

pulses. We found that a similar cisplatin uptake and cytotoxic effect is achieved when using

the three tested types of pulses if the electric field is properly adjusted (Paper 2). Thus,

different types of pulses can be used in ECT.

Determination of the number of cisplatin molecules needed to achieve a

cytotoxic effect

Treatment planning is helping scientists and clinicians identify the optimal parameters to

treat specific tumors by using numerical models. However, having a sufficiently high

electric field to permeabilize tumor cells does not guarantee the success of ECT treatment.

It is also important to have a sufficient amount of chemotherapeutic drugs in the cell. We

have experimentally quantified the number of cisplatin molecules needed in the cell to

achieve a cytotoxic effect (Paper 2). We performed an in vitro ECT experiment to determine

cisplatin uptake and cisplatin cytotoxicity when different extracellular cisplatin

concentrations were used in combination with different types of pulse parameters.

Combining the results of cisplatin uptake and cisplatin cytotoxicity we determined the

number of cisplatin molecules needed in an individual cell to achieve a cytotoxic effect

which is in the range of 2-7×107 cisplatin molecules per cell. Our results further show,

that, different types of pulses can be used in an equivalent way: classical ECT pulses, high-
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frequency bipolar pulses, millisecond pulses, and nanosecond pulses all allow the uptake of

2-7×107 cisplatin molecules per cell when the electric field is adequately adjusted.

Evaluation of the existing electroporation models for predicting molecular

transport and/or other associated phenomena at the individual cell level

We compared existing mathematical models that describe the phenomenon of

electroporation and the transmembrane transport of molecules in individual biological cells.

First, we made a literature survey of all the existing models. We then critically assessed

three selected mechanistic models, which formed the basis for all other published models,

by comparing their predictions to various quantitative measurements of molecular transport

following electroporation. Two of the tested models describe electroporation in terms of the

formation of lipid pores described with pore distribution function and consider the transport

of molecules through pores due to both electrophoretic and diffusional transport. The third

tested model describes cell membrane permeability using a chemical kinetic scheme and

considers the transport of molecules through pores due to diffusion and endocytosis. Even

though these models were validated against specific experimental data set we found that

none of the tested mechanistic models is sufficiently good to describe the phenomenon

of electroporation and molecular transport over the entire range of pulse parameters and

experimental conditions used in electroporation research (Paper 3). Nevertheless, existing

mechanistic models can still be useful for interpreting certain experimental outcomes, such

as the influence of cardiomyocyte orientation on electroporation using pulses of different

duration (Paper 4).
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