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Povzetek

Elektroporacija je pojav, pri katerem zaradi prisotnosti kratkotrajnega
visokonapetostnega elektricnega pulza v plazmalemi nastajajo strukturne spremembe,
najveckrat jih imenujemo kar “pore”. Ob zadostnem Stevilu le-teh in njihovi ustrezni
velikosti se poveca prepustnost plazmaleme. To pove€anje prepustnosti omogoci
ionom, majhnim molekulam in makromolekulam, za katere je sicer plazmalema
nepremagljiva ovira, neposreden vstop v celicno notranjost. Sprememba prepustnosti
je lahko ireverzibilna (celica odmre) ali reverzibilna in je posledica znatnih sprememb
v strukturi membrane, katerih natan¢ni molekularni mehanizmi Se vedno niso dobro
poznani. Obstaja sicer vrsta modelov, ki opisujejo te mehanizme, toda rezultati
poskusov niso Se nobenega povsem potrdili.

Na elektroporacijo in povecanje prepustnosti plazmaleme ter vnos eksogenih molekul
vplivajo Stevilni dejavniki; elektriéni parametri, kot so jakost elektricnega polja,
trajanje pulza, Stevilo pulzov in frekvenca ter nekateri drugi dejavniki, kot so
temperatura, prevodnost poracijskega medija, osmotski tlak in popolnost celicnega
skeleta.

Permeabilizacija, ki je povzro€ena z elektricnim poljem, ima nekaj prednosti pred
biokemi¢nimi metodami. Lahko jo uporabimo na vsaki celici, ne prizadene celi¢nega
prezivetja, je specificna za plazmalemo, ne prizadene membran celi¢nih organelov in
povzroci le minimalne motnje membranskih funkcij. Opisane lastnosti so vzrok njeni
Siroki uporabnosti. Z elektropermeabilizacijo lahko vnasamo v celice gene in razlicne
ucinkovine, v celiéno membrano vstavljamo beljakovine, preu¢ujemo aktivnost
encimov in vitro, celicno signalizacijo in oznacujemo celi¢ne strukture s specifi¢nimi
oznacevalci. Z elektri¢nimi pulzi vnasamo v telo u€inkovine prek koze in ex vivo
antibiotike v celice.

Bioloske membrane so vkljucene v veliko Stevilo zivljenskih procesov, toda
raznolikosti funkcij navkljub, je osnovna struktura vseh bioloskih membran enaka.
Sestavlja jo dvojni sloj lipidnih molekul, na obeh straneh pa so prisotni proteini in
preostale nelipidne molekule. Lastnosti bioloSke membrane so postavile zahteve za
modele bioloSkih membran. Danes najpogosteje uporabljeni model bioloske
membrane je lipidni dvosloj, bodisi planaren ali v obliki vescikla.

Osnovni namen doktorske disertacije je raziskati vpliv elektricnih parametrov na
elektropermeabilizacijo v pogojih in vitro. Vpliv napetosti pravokotnih elektricnih
pulzov, trajanja in Stevila pravokotnih elektri¢nih pulzov smo opazovali na celi¢nih
kulturah in vitro (celi¢na linija DC3F), vpliv frekvence pa na planarnih lipidnih
dvoslojih.

Na osnovi preucevanja prezivetja celic ob elektroporaciji in permeabilnosti celic s
propidijevim jodidom smo dolo¢ili pet parametrov, s katerimi lahko vrednotimo
elektroporacijo v pogojih in vitro. To so: pragovna vredost reverzibilne in
ireverzibilne elektroporacije, Sirina elektroporacijskega intervala, delez zivih, uspesno
permeabiliziranih celic, in napetost, pri kateri tak delez dosezemo.

Za prag reverzibilne elektroporacije smo postavili zahtevo, da je permeabiliziranih
vsaj 50 % celic v opazovanem vzorcu. Ugotovili smo, da pragovna napetost



reverzibilne elektroporacije pri izbranem trajanju pulzov upada s Stevilom pulzov v
vlaku. Upadanje je znatno do vlaka, ki vsebuje osem pulzov. Z uporabo daljsih
vlakov pa praga reverzibilne elektroporacije ne znizamo vec¢. S Studijo smo pokazali,
da prag reverzibilne elektroporacije pri izbranem Stevilu pulzov v vlaku upada s
trajanjem pulzov v vlaku.

Prag ireverzibilne elektroporacije smo definirali kot napetost, pri kateri ostane Zivih le
Se 50% celic v opazovanem vzorcu. Pragovna napetost ireverzibilne elektroporacije
pri izbranem trajanju pulza upada s Stevilom pulzov v vlaku. Upadanje do Stevila
Sestnajst je znatno; pri ve¢jem Stevilu pulzov pa se prag ireverzibilne elektroporacije
prakti¢no ne spremeni ve¢. Pragovna napetost ireverzibilne elektroporacije upada s
trajanjem pulzov v vlaku, kadar je Stevilo pulzov v vlaku konstantno.

Sirina elektroporacijskega intervala dologa napetostno obmogje v katerem je
elektroporacija celic Se zadovoljiva; bodisi s staliS¢a elektropermeabilizacije celice,
bodisi s stalis¢a celicnega prezivetja. S Studijo smo pokazali, da trajanje pulzov v
vlaku nima znatnega vpliva na §irino elektroporacijskega intervala. Sirina
elektroporacijskega intervala je odvisna od Stevila pulzov v vlaku.

V okviru protokolov z enako med poskusom dovedeno elektricno energijo, a
razli¢nimi preostalimi elektricnimi parametri (Stevilo pulzov, trajanje pulza,
frekvenca), je delez Zivih, uspesSno permeabiliziranih celic razli¢en. Dokler celice
izpostavljamo napetostim, ki Se ne povzrocijo ireverzibilne elektroporacije, je
uspesnost elektroporacije med protokoli z enako elektri¢no energijo dolocena s
trajanjem pulzov v vlaku.

Kriterijske funkcije smo definirali z namenom, da bi za Zeljeno aplikacijo
elektroporacije dolocili elektricne parametre, ki naj bi dali optimalen rezultat.
Ugotovili smo, da so tako za elektrokemoterapijo kot tudi za elektrotransfekcijo
ugodnejsi protokoli, ki vsebujejo do vkljuéno 8 daljsih pulzov.

S poskusi na lipidnih dvoslojih smo zeleli poiskati frekvenco pulzov, s katero lahko
znizamo porusitveno napetost lipidnega dvosloja. V primeru Sestnajstih pulzov
dolzine 100 ms znasa ta frekvenca 10 kHz.



1. UVOD

Celice so lahko zelo smeSne. Le za malenkost jim spremenimo gojisce ali ostale
pogoje, v katerih rastejo, in kot bi mignil, odmrejo. Lahko pa jih vzdrazimo z
elektricnim poljem, ki je dovolj veliko, da bi ubilo konja, in pocele bodo tako
neverjetne stvari, da znanstveniki o tem razpravljajo na konferencah, pisejo obsezne
knjige in govorijo o cisto novi tehnologiji celicne manipulacije.

Adrian Persegian

1.1 Bioloska membrana - osnovni element Zivljenja

Bioloske membrane, med katere Stejemo plazmalemo in membrane notranjih celicnih
struktur, so vkljucene v Stevilne zivljensko pomembne procese. Plazmalema locuje
notranjost celice od njenega okolja in z omejeno in selektivno prepustnostjo in
aktivnim transportom vzdrzuje razliko koncentracij razli¢nih snovi med notranjostjo
in okoljem. BioloSka membrana je tista, ki omogoca prevajanje zivénih impulzov po
telesu. Sodeluje pri pretvorbi svetlobe v kemicno in elektri¢no energijo, dihanju in
fotosintezi. Opravlja imunoloske funkcije, sodeluje pri sintezi ter pri transportu snovi
s fagocitozo in pinocitozo.

Kljub temu, da bioloske membrane opravljajo tako razli¢ne funkcije, imajo enako
osnovno strukturo. Vse bioloske membrane so zgrajene iz dvosloja lipidnih molekul,
v katerem se prosto gibljejo proteinske molekule [114]. Le te ve€inoma plavajo na
povrsini lipidnega dvosloja, nekateri proteini pa lipidni dvosloj prebadajo. Bioloske
membrane vecinoma sestavljajo trije tipi lipidov: fosfolipidi, glikolipidi in holesterol
[10] (slika 1.1).
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Slika 1.1. Molekule fosfolipida (A), glikolipida (B) in holesterola (C). Sliko smo povzeli po [10].



Fosfolipidi so estri fosforjeve kisline. Alkoholna komponenta estra je glicerol, ki ima
dve —OH skupini zaestreni z maS¢obnima kislinama, eno pa s fosforjevo kislino, na
katero je vezana organska baza holin [42].

Glikolipidi se od fosfolipidov razlikujejo po tem, da ne vsebujejo fosforjeve kisline,
temvec sladkor. Obicajno je to galaktoza, redkeje glukoza, lahko pa je sladkorjev tudi
ve¢ [42]. Glikolipidi se nahajajo le na zunanji plasti lipidnega dvosloja bioloske
membrane. Najdemo jih v vseh Zivalskih celicah. Od tkiva do tkiva in od osebka do
osebka se moc¢no razlikujejo [10].

Holesterol je po kemicni sestavi alkohol, v organih pa nastopa kot ester [42].
Molekula holesterola vsebuje sterinski skelet na katerega je na eni strani vezana —OH
skupina, na drugi pa oglikovodikova veriga.

Tako fosfolipidne kot tudi glikolipidne molekule in molekule holesterola imajo
polarni hidrofilni in nepolarni hidrofobni del (slika 1.1). Polarni del molekule je v
vseh treh primerih kompakten in ga zato imenujemo glava molekule, nepolarni del pa
sestavljata ena ali dve ogljikovodikovi verigi razli¢nih dolzin. Oglikovodikove verige
so lahko tako nasicene kot tudi nenasicene. Ta struktura molekulam dolo¢a znacilno
obnasanje v vodnem okolju. Molekule se orientirajo tako, da so z vodnim okoljem v
stiku le polarni deli molekul. Zato v vodnem okolju spontano tvorijo micele ali
dvosloje (slika 1.2).
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Slika 1.2. Micela sestavljena iz lipidnih molekul (A) in lipidni dvosloj (B) v vodnem okolju.
Sliko smo povzeli po [10].

Kemijska sestava membrane doloca njene lastnosti. Sestava lipidnega dvosloja dolo¢a
na primer fluidnost membrane, specificne funkcije, ki smo jih omenili na zacetku, pa
so ve¢inoma doloc¢ene s proteinskimi molekulami.

Sele razvoj elektronskega mikroskopa je omogo¢il dolo¢itev natanéne strukture
bioloSke membrane. Prej so znanstevniki le teoreticno privzeli, da je na povrsini celic
in celi¢nega jedra prisotna membrana, ki zagotavlja razliko v sestavi notranjega
medija in medija v okolici. Overtone je 1. 1899 prvi opazil, da snovi, ki so topne v
nepolarnih topilih hitreje prehajajo skozi povrsino rastlinskih protoplastov, kot snovi,
ki so topne v vodi. Predpostavil je, da je povrsina celice impregnirana s snovjo, ki je
podobna olju [6]. Nadaljna opazovanja bioloskih membran in predvsem spoznanja o



njeni kompleksnosti so Stevilne znanstvenike spodbudila k izgradnji modelov, ki bi
uspesno predstavljali bioloSko membrano. Prvi model bioloSke membrane je naredil
Beutner 1. 1914; membrano je stvoril iz polarnih olj [6].

Realisti¢ni model bioloSke membrane mora izpolnjevati sledece zahteve [110]:

e locCevati mora razlicne vodne raztopine,

e omogocati mora tvorbo strukturne in kemi¢ne asimetrije,

e biti mora preprost, in omogocati Studij membranskih funkcij, kot je na primer
transport.

Danes najpogosteje uporabljeni model bioloSke membrane je lipidni dvosloj, bodisi
planaren ali v obliki vescikla. Lipidne dvosloje namre¢ lahko tvorimo v vodnem
okolju iz zelo razli¢nih snovi; na primer iz naravnih in umetnih lipidov in umetnih
povrsinsko aktivnih snovi. Debelina lipidnih dvoslojev je primerljiva z debelino
bioloSkih membran (5 — 10 nm). V lipidni dvosloj zlahka vstavimo razli¢ne aditive, ki
spremenijo lastnosti modelne membrane. Spremenimo lahko elektri¢ne in mehanske
lastnosti dvosloja, vplivamo na ionsko prepustnost in elektri¢no vzdrazljivost. Z
ustreznimi dodatki lahko dobimo celo fotoelektri¢ne efekte [110].

Vecina celic v normalnih fizioloSkih pogojih vzdrzuje med celi¢no notranjostjo in
zunanjostjo elektri¢no potencialno razliko, ki znasa nekaj deset milivoltov. Elektricno
polje v plazmalemi je torej reda 10’ V/m. Dodatno poveéanje elektri¢nega polja v
bioloski membrani povzroci spremembe, katerih posledica je za 5-7 velikostnih redov
povecana prevodnost membrane. V petdesetih in Sestdesetih letih se je pojavila vrsta
publikacij, ki so opisovale, da zunanje elektricno polje lahko vsili veliko
transmembransko napetost na obeh polih celice. Raziskovalci so vedeli, da lahko zelo
veliko elektri¢no polje povzroci celi¢no smrt [90, 33]. Sale in Hamilton sta s poskusi
na razli¢nih bakterijah in eritrocitih ugotovila, da lahko transmembransko napetost, ki
doseze kriti¢no vrednost, povzroci spremembe v strukturi membrane, katerih rezultat
je izguba polprepustnosti. Kriti¢no vrednost transmembranske napetosti sta izracunala
iz povpre¢nega premera celic in elektricne poljske jakosti, ki je povzroc€ila unicenje
50 % celic v opazovani populaciji. [zracunane vrednosti vsiljene spremembe
transmembranske napetosti so se pri vseh opazovanih celicah vrtele okrog enega volta
[91]. Proti koncu sedemdesetih so odkrili, da elektricno polje, ki ga dovedemo v
obliki zelo kratkega pulza, sicer porusi polprepustno strukturo membrane, vendar
celica to lahko popravi in vzpostavi prvotno stanje [39]. V zacetku osemdesetih so se
pojavila porocila, da lahko ob permeabilizaciji membrane v celico vstopijo razli¢ne
majhne molekule, kot so ioni, barvila in sladkorji, kasneje pa tudi o vnosu razli¢nih
makromolekul, kot so DNA in zdravila [125]. V zadnjem Casu je uporaba tega pojava
skokovito narasla in se razsirila, saj je povecanje prepustnosti celicne membrane z
elektriénim poljem neinvazivna, nekemicna metoda, ki kakor kaze, ne prizadene
bioloske strukture in funkcij celice.



1.2 Elektroporacija - opis pojava

Elektroporacija je pojav, pri katerem zaradi prisotnosti ze kratkotrajnega
visokonapetostnega elektricnega pulza v plazmalemi nastajajo strukturne spremembe,
najveckrat jih imenujemo kar “pore”. Ob zadostnem Stevilu le-teh in njihovi ustrezni
velikosti se poveca prepustnost plazmaleme (slika 1.3). To pove€anje prepustnosti
membrane omogoc¢i ionom, majhnim molekulam in makromolekulam, za katere je
sicer plazmalema nepremagljiva ovira, neposreden vstop v celi¢no notranjost.
Sprememba prepustnosti je lahko ireverzibilna (celica odmre) ali reverzibilna in je
posledica znatnih sprememb v strukturi membrane, katerih natan¢ni molekularni
mehanizmi Se vedno niso dobro poznani. Obstaja sicer vrsta modelov [116], ki
opisujejo te mehanizme, toda rezultati poskusov niso Se nobenega povsem potrdili.
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Slika 1.3. Elektroporacija in prepustnost membrane v odvisnosti od napetosti.

A) Zaradi prisotnosti kratkotrajnega visokonapetostnega elektri¢nega pulza nastajajo v
membrani strukturne spremembe; najveckrat jih imenujemo pore, pojav pa elektroporacija.
B) Sele ko je $tevilo por in njihova velikost dovolj velika, se pove¢a prepustnost celi¢ne
membrane.

Povecanje prepustnosti celicne membrane z elektri¢nimi pulzi lahko dosezemo tako
na celicah, ki rastejo v celi¢ni suspenziji, kot tudi na tistih, ki rastejo v plasti, pritrjene
na steno posode; ex vivo na tkivih in celicah ter in vivo.

V splosnem lahko spremembe v strukturi membrane opiSemo s preprosto shemo,
kakr$nih smo vajeni iz kemije [60]:

C k[’[E] )P kR[Ear’}/:"] )C
C kp[E] > P ks x

Zacetno stanje plazmaleme, ki ima nizko prevodnost v primerjavi z visoko
prevodnostjo citoplazme oziroma zunanjega medija, smo oznacili s C. Stanje
povecane prepustnosti membrane oznac¢imo s P. Hitrostni koeficient elektroporacije je
oznacen s kp[E] in je reda mikrosekund. Ko elektri¢no polje izkljuc¢imo, se zacne
membrana urejati nazaj v prvotno stanje; hitrost tega procesa opisuje koeficient kg.
Koeficient k je lahko celo velikostnega reda nekaj minut. Ce je elektroporacija
povezana z vnosom snovi v celico ali izpus¢anjem snovi iz celice, potem na ta nacin
spremenjeno celico opiSemo s tretjim stanjem, ki smo ga oznacili z X.



Zaradi zunanjega elektricnega polja se transmembranska napetost spremeni v nekaj
mikrosekundah [43, 116]. Ce je sprememba transmembranske napetosti dovolj velika,
se zaradi nje spremeni struktura membrane. Sprememba transmembranske napetosti
je premosorazmerna jakosti elektri¢nega polja in velikosti celice ter je odvisna od
poloZaja na membrani. Cim bolj pravokotno tokovnice elektri¢nega polja prebadajo
povrsino celice, tem vecja je na tem mestu sprememba transmembranske napetosti.
Prepustnost celicne membrane nastopi pri pragovni vrednosti transmembranske
napetosti. Vecinoma prevladuje mnenje, da znasa pragovna vrednost
transmembranske napetosti priblizno 1 V [68], Ceprav v literaturi omenjajo tudi nizje
vrednosti - okoli 200 mV [107].

Do kaksnih strukturnih sprememb pride v membrani zaradi prisotnosti elektricnega
polja, nam zaenkrat ni znano. Najveckrat si jih predstavljamo kot nekaksne pore v
membrani - od tu izraz elektroporacija (slika 1.4).
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Slika 1.4. Zelo preprosta shema por v membrani. Strukturne spremembe se med prisotnostjo
zunanjega elektri¢nega polja vecajo oziroma mnozijo. To so kratkotrajne spremembe v
strukturi celicne membrane. Ko zunanje elektricno polje izklju¢imo, se lahko kratkotrajne
strukturne spremembe preuredijo v osnovno stanje, ali pa v nekaj mikrosekundah
zavzamejo stabilno konfiguracijo. Tako nastale spremembe imenujemo dolgotrajne, saj se le
pocasi (nekaj deset min) preuredijo v izhodi$¢no stanje.

Strukturne spremembe v plazmalemi, ki nastanejo v prisotnosti elektricnega polja, so
nekakSen tristopenjski proces [59]. Pojavijo se ob pragovni transmembranski
napetosti, ki seveda zahteva pragovno vrednost jakosti zunanjega elektricnega polja.
Strukturne spremembe se med prisotnostjo zunanjega elektri¢nega polja vecajo
oziroma mnoZijo. To so kratkotrajne spremembe v strukturi membrane. Ko zunanje
elektri¢no polje izklju¢imo, se lahko kratkotrajne strukturne spremembe preuredijo v
osnovno stanje, ali pa v nekaj mikrosekundah zavzamejo stabilno konfiguracijo. Tako
nastale spremembe imenujemo dolgotrajne, saj se le pocasi (tudi nekaj deset minut)
preuredijo v izhodiS¢no stanje (slika 1.4).



Povecanje prepustnosti plazmaleme, ki ga povzroci elektricno polje, omogoca vstop v
celico razlicnim molekulam, od preprostih ionov do makromulekul. Kako bo
molekula prisla v celico, je odvisno od njene velikosti, relativne molekulske mase in
naboja (tabela 1.1). Danes prevladuje mnenje, da so dolgotrajne spremembe v
strukturi membrane nekaks$ne vodne poti [31], ki omogocajo ionom in majhnim
molekulam (do nekaj kDa) vstop v celico. Ko se pricne povecevati prepustnost
membrane, se vnos molekul povecuje z viSanjem elektricne poljske jakosti in hitro
doseze najvecjo vrednost (plato) (slika 1.3B). Pri nizkih jakostih elektri¢nega polja je
transport nadzorovan z nekim, od elektri¢nega polja odvisnim procesom [78].
Zaenkrat vseh zakonitosti tega procesa Se ne poznamo. Zaradi nekaterih lastnosti bi
lahko sklepali, da je neznani proces elektroozmoza [24]; zaradi drugih, da je
elektroforeza [31]. Pri vi§jih elektri¢nih poljskih jakostih, to je tistih, pri katerih
dosezemo plato vnosa molekul, pa transport ni ve¢ odvisen od jakosti elektricnega
polja [78]. Tudi natan¢na narava tega procesa ni poznana, lahko bi bila tudi preprosta
difuzija [116]. Mnogi poskusi so namre¢ pokazali, da se koncentraciji majhnih
molekul v notranjosti celice in v njeni okolici po elektroporaciji prakti¢no ujemata
[39, 50], kar podpira hipotezo, da je difuzija mozna oblika transporta teh molekul. Ker
lahko majhne molekule dodamo v celi¢no okolico tudi po aplikaciji elektricnega
polja, sklepamo, da so za njihov vnos odlo¢ilne dolgotrajne spremembe v celi¢ni
membrani, ki jih lahko povzro¢imo Ze s kratkimi elektri¢énimi pulzi [3].

Koli¢ina molekul v

Molekula Relativna molekulska notranjosti celice glede na
masa zunanjo koncentracijo (%)
(Da)
Lucifer rumeno 457 100
PI 660 90
BLM 1500 30
fragmenti 3000 20
oligonukleotidov
PAP 30 000 10
FITC dekstran 70 000 <<1
protitelesa 150 000 0.1

Tabela 1.1. Molekule, ki jih zelo pogosto uporabljamo za $tudij elektroporacije.
Predstavljene so njihove relativne molekulske mase in koli¢ina molekul (glede na zunanjo
koli¢ino), ki lahko pride v notranjost uspesno permeabilizirane celice ob optimalnih pogojih
elektroporacije. PI - propidijev jodid, BLM — Bleomicin in PAP - ribosomska
deaktivacijska beljakovina.

Makromolekule (protitelesa, encimi, nukleinske kisline) vstopijo v celico le v
primeru, ¢e so prisotne Ze med aplikacijo elektri¢nega poja; sklepamo, da so za njihov
vnos odlocilne kratkotrajne spremembe v strukturi membrane [68]. Makromolekule
zato potrebujejo dlje trajajoCe pulze ali vecje Stevilo krajsih pulzov [11, 60]. V
literaturi opisanih poskusih ni navedeno, da bi se koncentracija makromolekul v
celi¢ni notranjosti izenacila s koncentracijo makromolekul v celi¢ni okolici.
Mehanizem prenosa teh molekul se zelo verjetno razlikuje od preproste difuzije.
Koliko makromulekul bo med prisotnostjo elektricnega polja prislo v celico, je
odvisno od njihove relativne molekulske mase; tezjih molekul bo v celico vstopilo
manj kot lazjih [27].



Visja je jakost elektri€nega polja, ve¢ celic je elektroporiranih. Toda hkrati se
povecuje tudi delez celic, ki jith mocno elektri¢no polje unici (slika 1.5). Kadar je
jakost elektricnega polja zelo velika, elektroporacije ne prezivi nobena celica. Celi¢no
smrt zaradi izpostavljenosti mocnemu elektricnemu polju razlagata dve hipotezi

[117]:

v nekaterih delih membrane nastane nenadna intenzivna sprememba v strukturi

membrane, ki povzro€i nastanek velike nepopravljive luknje v membrani;

- skozi zaCasne pore v membrani ste¢ejo tokovi v notranjost celice in iz celice, kar
tako moc¢no porusi kemijsko ravnotezje, ki ga sicer vzdrzuje membrana, da celica
te spremembe ne prezivi.

Zaenkrat sta to le hipotezi. Dodatne raziskave bodo pokazale, katera izmed obeh

hipotez je pravilna; lahko pa bo ¢as obe ovrgel.
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Slika 1.5. Delez flourescentnih, Zivih flourescentnih in mrtvih celic v odvisnosti od
napetosti. Celice DC3F so bile izpostavljene $estnajstim pulzom dolzine 20 ps ob

prisotnosti propidijevega jodida.

1.3 Dejavniki, ki vplivajo na elektroporacijo

Na elektroporacijo in povecanje prepustnosti plazmaleme ter vnos eksogenih molekul
vplivajo Stevilni dejavniki. Danasnje znanje Se ni popolno, zato se bomo omejili
predvsem na elektricne parametre, kot so jakost elektriénega polja, trajanje pulza,
Stevilo pulzov, frekvenca pulzov, in na nekatere druge dejavnike, za katere ze vemo,
da vplivajo na elektroporacijo.

1.3.1 Parametri elektri¢nega polja



Elektroporacijo celice dosezemo tako, da celico izpostavimo elektricnemu polju z
ustrezno elektri¢no poljsko jakostjo. Elektri¢na poljska jakost mora biti visja od
pragovne in hkrati dovolj nizka, da plazmaleme ne poskoduje trajno.

Pri elektri¢ni poljski jakosti, ki je vi§ja ali enaka pragovni, tako povecanje Stevila
pulzov (slika 1.6), kot tudi podaljSanje trajanja pulzov (slika 1.7) izboljSa u¢inkovitost
permeabilizacije; seveda le do nekega platoja, ki ga dosezemo Ze pri relativno majhni
vrednosti tako trajanja kot Stevila pulzov [78, 120]. Permeabilizacija je bol;
ucinkovita, Ce je Cas med posameznimi pulzi krajsi [120]. Pri vseh teh parametrih pa
so seveda vrednosti omejene z njihovim vplivom na prezivetje celic. Vrednosti
parametrov so odvisne od velikosti celice, njene oblike, orientacije, gostote celic ipd.
in se tako od celice do celice razlikujejo [31].
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Slika 1.6. Delez permeabiliziranih celic v odvisnosti od §tevila pulzov. Dolzina enega pulza
je bila 1 ms, jakost elektri¢nega polja med posameznim pulzom pa 900 V/cm. Celice CHO
so bile pulzom izpostavljene ob prisotnosti propidijevega jodida [120].
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Slika 1.7. Delez permeabiliziranih celic v odvisnosti od trajanja pulza. Celice CHO so bile
izpostavljene petim pulzom ob prisotnosti propidijevega jodida. Jakost elektricnega polja
med posameznim pulzom je bila 900 V/cm [120].

1.3.2 Drugi dejavniki

Temperatura

Elektroporacija ne spremeni temperature celic oziroma tkiva. Zaradi elektri¢nega
polja, ki je prisotno le v kratkih casovnih intervalih, se temperatura visokoprevodnih
medijev dvigne priblizno za 1°C, temperatura nizkoprevodnih medijev pa $e manj.
Elektroporacija torej ni termalni pojav [117].

Vnos snovi v celico je boljsi, ¢e so celice pred izpostavitvijo elektricnemu polju pri
temperaturi meSanice vode in ledu (4°C) [126]. Na prezivetje celic ta sprememba
temperature prakti¢no ne vpliva. Po aplikaciji elektricnih pulzov pa je najprimernejsa
inkubacijska temperatura 37°C, kar poveca uéinkovitost poracije, prezivetje pa je pri
tej temperaturi najvecje [84].

Prevodnost medija

Vpliv elektricnega polja na povr§ino membrane posredujejo ioni v okoliski tekoc€ini z
medploskovno polarizacijo. Za uspesno permeabilizacijo potrebujemo kon¢no
koncentracijo ionov v okoliSkem mediju [59]. V tipi¢no nizkoprevodnih medijih se
namre¢ izrazito zmanj$a vsiljena transmembranska napetost. Za permeabilizacijo je
zato potrebno elektri¢no polje visjih jakosti oziroma dlje trajajoci pulzi [43, 60]. Vi§ja



je koncentracija prostih ionov v mediju, u€inkovitej$a bo poracija, saj je nagib
krivulje odvisnosti Stevila permeabiliziranih celic v populaciji od jakosti elektricnega
polja bistveno bolj strm v visokoprevodnem kot v nizkoprevodnem mediju [60, 85].

Osmotski tlak

Poskusi na celicah, ki rastejo v plasti pritrjene na dno posode, so pokazali, da
ozmotski tlak mocno vpliva na pragovno vrednost jakosti zunanjega elektri¢nega
polja, ki je bistveno vecja pri vi§jem ozmotskem tlaku [86]. Tudi plato
elektropermeabilizacije dosezemo pri nizjem osmotskem tlaku pri izrazito manjsih
osmotski tlak, u€inkovitejsa je elektropermeabilizacija; saj je nagib krivulje odvisnosti
Stevila permeabiliziranih celic v populaciji od jakosti elektricnega polja v tem primeru
bistveno bolj strm. U¢inkovitost permeabilizacije je odvisna samo od osmotskega
tlaka med izpostavitvijo elektricnim pulzom in ne od osmotskega tlaka pred
izpostavitvijo pulzom ali po njej. Na celice, ki jih poriramo v suspenziji, ima osmotski
tlak podoben vpliv, le pragovna vrednost jakosti zunanjega elektri¢nega polja je
neodvisna od osmotskega tlaka [32, 86].

Popolnost celi¢nega skeleta

Ce poskodujemo celiéni skelet, bodisi kemiéno ali s temperaturnim §okom, postanejo
tako imenovane dolgotrajne spremembe v strukturi membrane nestabilne [87].

Poskusi na eritrocitih so pokazali, da enourna inkubacija celic pri temperaturi 50°C
povzroci spremembe v konformaciji spektrina in s tem v spektrinsko-aktinskem
kompleksu. Eritrociti so izgubili svojo znacilno obliko, postali so okrogli. Posledica
temperaturnega Soka je bil dvig praga elektricne poljske jakosti za elektroporacijo in
nastanek le kratko trajajocih strukturnih sprememb v celi¢éni membrani, saj po
zakljucku aplikacije elektri¢nih pulzov ni bilo ve¢ mogoce zaznati sprememb v celi¢ni
notranjosti [87].

Tudi snovi, ki poskodujejo mrezo spektrina in aktina, imajo na elektroporacijo
podoben ucinek; dolgo trajajoce strukturne spremembe izginejo prej kot v minuti [87].

1.3.3 Podrocja uporabe

Membrana je neprepustna za doloceno molekulo, ¢e le-ta sama ne more skozi
membrano, in je izklju€ena iz vseh membranskih transportov. Permeabilizacija,
povzrocena z elektricnim poljem, ima nekaj prednosti pred drugimi biokemi¢nimi
metodami:

- lahko jo uporabimo na vsaki celici,

- ne prizadene celicnega prezivetja,

- je specifi¢na za plazmalemo in ne prizadene membran celi¢nih organelov,

- povzro¢i le minimalne motnje membranskih funkcij.



Opisane lastnosti so vzrok njeni Siroki uporabnosti. Z elektropermeabilizacijo
vnaSamo v celice gene in zdravila. V celicno membrano vstavljamo beljakovine. Z
njeno pomocjo preucujemo aktivnosti encimov in vivo ter vnasamo v celice specifi¢ne
inhibitorje znotrajcelicne encimske aktivnosti. Preucujemo celi¢no signalizacijo prek
nadzora koncentracije ionov v citosolu [9, 71]. Raziskujemo, na kakSen nacin virusi
okuzijo rastline. S pomocjo elektri¢nih pulzov vnasamo v telo zdravila prek koze in ex
vivo antibiotike v krvne celice. Celi¢ne strukture oznacujemo s specifi¢nimi
oznacevalci, ki sicer ne morejo v celico.

Poglejmo si nekatera nasteta podroc¢ja podrobneje.

Molekularna genetika

Kadar za vnos genskega materiala v celico uporabljamo postopek z
visokonapetostnimi elektricnimi pulzi, govorimo o elektrotransfekciji [40]. Prvic je to
metodo uporabil Neumann leta 1982 na misjih fibroblastih [61]. Danes metodo Siroko
uporabljamo v molekularni biologiji in genetiki, saj z njo lahko vnesemo DNK v
vsako prokariontsko in evkariontsko celico. Postopek je enostaven, ponovljiv in zelo
ucinkovit. V primerjavi z drugimi tehnikami, ki so danes v uporabi za vnaSanje
genskega materiala v Zive celice, elektrotransfekcija povzro¢i najmanj sprememb na
ciljni celici in najmanj mutacij na genskem materialu. Z elektroporacijo lahko
vnesemo Vv celico izredno velike molekule DNK, tudi desetkrat vecje kot z drugimi
metodami [76].

Visoko uc¢inkovitost metode dosezemo s pravilno izbiro dejavnikov, ki vplivajo na
vnos DNK. DNK mora biti prisotna v mediju Ze pred nastopom elektricnega pulza. V
visokoprevodnih medijih je elektrotransfekcija uc¢inkovitejSa kot v nizkoprevodnih
medijih [123]. Ucinkovitost transfekcije je najvecja, kadar celice izpostavimo
elektricnim pulzom 10 s po dodatku DNK [121]. Transfekcija je najboljsa v mediju z
nevtralnim pH, celice naj bodo v eksponentni fazi rasti [122]. Amplitudo in trajanje
pulza moramo prilagoditi vrsti celic. Sprva so uporabljali eksponentno upadajoce
pulze, ki jih generiramo na osnovi praznjenja kondenzatorja [62]. Kasneje so zaceli
uporabljati pravokotne impulze, ki pa jih je tezje in drazje generirati [39]. Kadar za
transfekcijo oporabljamo pravokotne pulze, je bolj uc¢inkovita transfekcija z daljSimi
pulzi in ve¢jim Stevilom le teh [120, 122]. Najuspesnejsi vnos DNK v celico dobimo s
kombinacijo dveh pravokotnih pulzov [104]. Prvi pulz je kratek in ima visoko
amplitudo. Povzroci poracijo celice, vendar zaradi kratkega trajanja le redko pride do
vnosa DNK. Drugi pulz, ki prvemu lahko sledi po nekajsekundnem premoru, pa je
dolg, a ima nizko amplitudo. Ta pulz omogoc¢i molekulam DNK vstop v celico.
Koli¢ina molekul DNK v celici je sorazmerna naboju drugega pulza. Na ta nacin
lahko koli¢ino molekul DNK v celici povecamo za cel velikostni red. Vnos DNK v
celico naj bi torej potekal v treh korakih [104, 112, 121]:
- DNK se usmeri v elektricnem polju,
- kationi spodbujajo pritrditev DNK na membrano - pride do nekaks$nega
medsebojnega mehani¢nega vpliva med DNK in poro,
- elektroforeza DNK v celico.
Zaenkrat prevladuje mnenje, da DNK vstopi v celico z elektroforezo. ZmanjSanje
elektroforeticne mobilnosti DNK, bodisi s povecanjem viskoznosti medija bodisi z
zmanjSanjem naboja DNK, namre¢ povzro¢i manjsi vnos DNK v celico [40].



Gene lahko zelo uc¢inkovito vnesemo v celico tudi z izjemno kratkimi pulzi
elektricnega polja, ki si sledijo zelo hitro; s frekvencami, ki jih uporabljamo pri
prenasanju radijskih valov [11].

Elektrogensko zdravljenje

Z genskim zdravljenjem mutirani gen, ki dolo¢a neko bolezensko stanje, zamenjamo z
normalnim. Da bi ta cilj dosegli, potrebujemo:
- gen, ki bo, ¢e ga vstavimo v celico v relativno majhnih koli¢inah, postal
funkcionalen in bo tako povzrocil izboljSanje zdravja;
- nacin, kako klonirani gen vstaviti v celico, ne da bi jo pri tem poskodovali.
Danes poznamo kar nekaj genov, ki so primerni za gensko zdravljenje. Nacinov, s
katerimi vstavljamo gene v celico, je ve¢. Najpogosteje so kot vektorji uporabljeni
retrovirusi. Vnos genov z retrovirusi je bistveno uspesnejSa metoda kot
elektroporacija [76]. Vendar imajo retrovirusi pomanjkljivost: retrovirus, ki pride v
celico, se naklju¢no vkljuc¢i v genom in zato lahko povzro¢i nezazeleno mutacijo. Pri
elektroporaciji pa se elektroporirani geni rekombinirajo z njihovimi homolognimi
gostiteljskimi geni. Celica ima novo obliko gena prav na mestu mutiranega gena, zato
je metoda zelo zanesljiva. Se ena prednost elektroporacije obstaja: omogoca lokalno
gensko zdravljenje. S kombinacijo lokalno apliciranih pulzov visoke napetosti in
vnosa genov Vv arterijo lahko gene vstavimo le v celice Zelenih organov in tkiv in vivo
[64].

Mir in sodelavci so uspesno vstavili plazmid DNK v tkivo skeletnih miSic. Ekspresija
gena se je povecala ve€ kot stokrat in ostala visoka in stabilna devet mesecev. V
obsezni Studiji, ki so jo naredili, so se kot najboljsi elektricni parametri izkazali nekaj
sekund dolgi pulzi z nizjo amplitudo, kot jo uporabljamo za permeabilizacijo tkiv z
manjSimi molekulami [56]. Harrison in sodelavci pa so plazmid DNK vstavili v sr¢no
tkivo, kar kaze, da je z elektroporacijo mozno uspesno transformirati tudi ostala
elektricno sklopljena tkiva [34]. Rols in sodelavci so pokazali, da je elektrogenska
terapija primerna tudi za zdravljenje rakavih obolen;j [88]. Podobno kot Mir s
sodelavci, so ugotovili, da so za transfekcijo genov v tkivo ugodnejSe nizje napetosti
in dolgi pulzi.

Elektrokemoterapija

Nekaj let za prvim uspe$nim vnosom genskega materiala v celico z elektroporacijo se
je rodila ideja, da bi na enak nacin v celico vnesli zdravila, ki sicer v celico le tezko
prodrejo ali pa vanjo sploh ne morejo. Ta problem je najbolj pogost pri zdravljenju
rakavih obolenj s kemoterapijo. Nekatera citotoksi¢na zdravila namre¢ le tezko
vstopijo v celico, kar pomeni, da potrebujemo visoko koncentracijo terapevtika v
blizini celice. Visoke koncentracije v telesu pa povzrocajo mocne stranske ucinke, ki
so seveda nezazeleni. Vnos razli¢nih u¢inkovin v celice z elektroporacijo so
poimenovali elektrokemoterapija (slika 1.8).



Zacetnika te nove veje sta Okino in Mohri [65], ki sta delala poskuse na podganah z
umetno induciranimi tumorji. Uporabila sta le en elektricni pulz (10 kV), generiran z
razelektritvijo kondenzatorja, in bleomicin, ki sta ga 30 minut prej vbrizgala v miSico
v blizini tumorja. Tumorji, ki so bili zdravljeni z elektrokemoterapijo, so se po nekaj
dneh bistveno zmanjsali, tumorji, zdravljeni samo s kemoterapijo ali elektroterapijo,
pa ne [66]. Socasno in neodvisno so tudi Belehradek Jr., Mir in Orlowski v Franciji
naredili vrsto poskusov na celi¢nih kulturah in na zivalih (misi). Ugotovili so, da se
citotoksi¢nost zdravil, ki slabo prehajajo skozi celiéno membrano, z elektroporacijo
bistveno poveca. Citotoksi¢nost netropsina se na primer poveca dvestokrat,
citotoksi¢nost bleomicina pa kar sedemstokrat [30, 50, 69]. Bistveno manjsi vpliv ima
elektroporacija na zdravila, ki Ze sama po sebi hitro prehajajo skozi membrano
(hipofilna zdravila npr. aktinomicin D). Toksi¢nost teh zdravil se zaradi prisotnosti
elektri¢nega polja poveca le tri-do petkrat [69]. S poskusi na imunsko kompetentnih
in imunsko zavrtih misih so ugotovili, da elektrokemoterapija spodbudi delovanje
imunskega sistema; kon¢ni uspeh elektrokemoterapije na imunsko zavrtih misih je bil
namrec bistveno slabsi [51, 52, 92, 93]. Da z elektrokemoterapijo na neki na¢in
vzbudimo sistemsko protitumorsko imunost, so potrdili tudi poskusi s celicami, ki
izlocajo interleukin-2 (IL-2) [53]. Po elektrokemoterapiji so miskam vbrizgali gensko
spremenjene histokompatibilne celice, ki izlo¢ajo IL-2. To je povzro€ilo popolno
ozdravitev vseh z elektrokemoterapijo zdravljenih tumorjev in tudi netretiranih
tumorjev, ki so bili inducirani na kontralateralni strani Zivali. Se ve¢, zdravljenje je
preprecilo nastanek novih tumorjev, kar so pokazali z vbrizganjem enakih tumorskih
celic zivalim, ki so jih ozdravili z elektrokemoterapijo. Podobne rezultate so dobili
tudi Orlowski in sodelavci (misi) [70] in Ramirez in sodelvci, ki so kot
eksperimentalne zivali uporabili zajce [80].
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Slika 1.8. Elektrokemoterapija tumorja. A: Molekule v veno vbrizganega zdravila obkrozijo
tumorske celice. B: Pulz visoke napetosti povzroc¢i nastanek por v celi¢éni membrani.
Molekule u¢inkovine vstopijo v celi¢no notranjost. C: Pore se zaprejo. Molekule uéinkovine
unicijo tumorske celice.
Elektrokemoterapija je ze bila uspesno uporabljena tudi v klini¢ni praksi. Posebno primerna je za
zdravljenje tumorjev vratu in glave [4, 25, 29, 35, 36, 54, 55, 89, 94].



Z elektrokemoterapijo se ukvarjamo tudi v Sloveniji (Oddelek za tumorsko biologijo
na Onkoloskem institutu in Laboratorij za biokibernetiko na Fakulteti za
elektrotehniko). Rezultati poskusov in vitro in in vivo SerSe in sodelavcev so podprli
rezultate drugih raziskovalnih skupin [95]. Pokazali so, da je elektrokemoterapija zelo
uspesna tudi s cis-diamindikloroplatinom II (CDDP) in ne samo z bleomicinom, kot je
bilo znano prej [20, 94, 96]. Posvetili so se iskanju optimalnega tipa in polozaja
elektrod, s katerimi apliciramo elektri¢ne pulze. Predlagali so tretiranje tumorja z ve¢
strani, s spremembo orientacije elektrod med aplikacijo elektri¢nih pulzov [21].
Eksperimentalne rezultate so podprli z numeri¢nimi izracuni elektri¢nih polj v
tumorjih [49, 97, 105], kar naj bi prispevalo k jasnejsi sliki dogajanja med
elektrokemoterapijo [98]. Elektrokemoterapijo so kombinirali s so¢asnim vnosom
tumorskega nekroznega dejavnika (TNF-a) [99]. Rezultati poskusov so pokazali, da
je na ta nacin uporabljena koncentracija zdravila lahko nizja kot pri obi¢ajni
elektrokemoterapiji. Na OnkoloSkem institutu so elektrokemoterapijo uporabili tudi v
klini¢ni praksi. Pri dveh bolnikih (maligni melanom) so uporabili elektrokemoterapijo
z bleomicinom [89], pri §tirih (maligni melanom, bazalni celi¢ni karcinom in
skvamozni karcinom) pa elektrokemoterapijo s CDDP [94]. S slednjo so dosegli
popolno regresijo vseh zdravljenih tumorjev.

Vstavljanje beljakovin v plazmalemo

Z visokonapetostnimi pulzi je mogoce v plazmalemo vstavljati beljakovine. Jakost
elektri¢énega polja, v katerem so celice, mora biti ravno pod pragovno, ki je potrebna
za permeabilizacijo [46, 58].

Ze pred odkritjem vstavljanja beljakovin v celiéno membrano z visokonapetostnimi
pulzi so stekli poskusi v Zelji, da bi aids pozdravili z glikoproteinom CD4. CD4 je
receptor za HIV, ki ga najdemo na povrsini limfocitov T4. Ko se HIV pritrdi na CD4,
HIV vstopi v limfocit T4 in se tam podvaja. Stevilo HIV v krvnem obtoku se poveca,
Stevilo limfocitov T4 pa zmanjSa. Zdelo se je, da bi Ze dodatek prostega CD4 v krvi
lahko pozdravil aids. Toda v krvnem obtoku je prosti glikoprotein CD4 zelo
neobstojen, HIV pa ima veliko vecjo afiniteto vezave s CD4, ki je vgrajen v
membrano limfocitov T4, kakor pa vezave s prostim CD4. Zato bi bil terapevtski
odmerek CD4, s katerim bi onemogocili vezavo HIV na limfocite T4, mnogo
prevelik. Z visokonapetostnimi pulzi pa so glikoprotein CD4 vstavili v membrano
eritrocitov [125]. Obstojnost CD4 se je bistveno zvecala, afiniteta po vezavi s HIV pa
je primerljiva s tisto pri limfocitih T4. Tako eritrociti vsrkajo viruse HIV, ki so
prisotni v krvnem obtoku, in jih odstranijo.

Vnasanje antibiotikov v krvne celice

Za vnos antibiotikov v levkocite ni treba izolirati posameznih celic, temve¢ lahko
celotno kri izpostavimo elektri¢nim pulzom. Metoda je namre¢ velikostno selektivna,
saj vecje celice postanejo prepustne pri nizji elektricni poljski jakosti kot manjse. V
literaturi zasledimo podatek, da so uspeli permeabilizirati 70 % levkocitov, eritrociti
pa so ostali nepermeabilizirani [101]. Na ta nacin lahko tretiramo velike koli¢ine
krvnih celic. Tako dobimo imunokompatibilne nosilce zdravil po telesu. Najprej so
stekli poskusi na eritrocitih [39], ki naj bi sluzili kot intravenozna skladisca zdravila.



Pomembno je, da ti nosilci prinesejo zdravilo na mesto vnetja, zato so nevtrofilce -
celice, ki izvajajo fagocitozo - izlo¢ili iz krvi in vanje z elektroporacijo vnesli
ustrezno zdravilo [102]. S poskusi na podganah so pokazali, da se tako nepulzirani kot
tudi pulzirani nevtrofilci naberejo na podro¢ju vnetja v desetkrat visji koncentraciji
kot na kontrolnih podro¢jih in ohranijo svoje fagocitoti¢ne lastnosti. Posebno
primeren se ta postopek zdi za zdravljenje v primerih, ko so obolenja tezko dostopna,
npr. v jetrih in pri okuzbah v kosteh.

Vnos zdravil prek koze

Vnos zdravil prek koZe je alternativa konvencionalnim na¢inom (oralni, z injekcijo).
Toda koza sesalcev predstavlja po zaslugi odmrle plasti - stratum corneum
nepremagljivo oviro vrsti snovi. Zato lahko preko koze vnesemo le pescico zdravil z
majhnimi, ve¢inoma lipofilnimi molekulami, zdravila z nabitimi polarnimi
molekulami pa morajo v telo na konvencionalen nacin. Znanstveniki iS¢ejo metode, ki
bi povecale prehodnost takih zdravil. Kemijskim metodam sta se pridruzili
iontoforeza in elektroporacija. Pri iontoforezi kot gonilno silo za vnasanje nabitih in
polarnih molekul uporabljamo enosmeren elektri¢ni tok razmeroma nizkih jakosti.
Iontoforeza je torej metoda, ki v svoji osnovi deluje na molekule zdravila. Elektricni
pulzi, ki jih uporabljamo pri elektroporaciji, pa povzro€ijo zacasne strukturne
spremembe v kozi (stratum corneum). Za razliko od iontoforeze pri elektroporaciji
elektricno polje ne deluje na molekule zdravila, temvec¢ na pot, po kateri te molekule
pridejo v telo. Opazili so, da se tok polarnih molekul z naboji med - 1 in - 4 in
molekularnimi tezami malo ve¢ kot 1000 ob prisotnosti elektricnega polja poveca kar
za $tiri velikostne razrede [78]. Podoben tok so opazili tudi na Zivalski kozi in vivo
[113]. Koli¢ina zdravila, ki se kot posledica elektroporacije prenese preko koze, je
linearno sorazmerna napetosti in trajanju uporabljenih pulzov elektri¢nega polja
[113].



1.4 Umetni lipidni dvosloj kot model bioloske membrane

V literaturi prevladuje mnenje, da je sprememba prepustnosti bioloske membrane pod
vplivom elektri€énega polja posledica strukturnih sprememb v lipidnem dvosloju
membrane [11, 12, 28, 59, 111]. Zato lahko vsaj nekatere lastnosti pojava opazujemo
na modelu lipidnega dvosloja — planarnem lipidnem dvosloju, ki je v primerjavi z
biolosko membrano relativno preprost. Planarni lipidni dvosloj se sam po sebi od
celicne membrane bistveno razlikuje; toda ob privzetku, da se majhni vpeti delcki
celicne membrane obnasajo kot majhne planarne membrane, bi bili lahko osnovni
koncepti porusitve lipidnega dvosloja veljavni tudi za celice [118]. Prav raziskave na
planarnih lipidnih dvoslojih so pripeljale do prvih teoreti¢nih opisov mehanizmov
elektroporacije [2, 14, 15, 18, 73-75, 103].

Ena od poglavitnih prednosti planarnega lipidnega dvosloja (tudi vesciklov) kot
modela bioloske membrane je, da lahko kontroliramo njegovo sestavo. Za tvorbo
lahko uporabimo zelo razli¢ne lipide, njihove meSanice v razlicnih koncentracijah,
lahko jim dodamo proteine, polimere in povrSinsko aktivne molekule [26].

V splosnem velja, da vec lipidnih komponent uporabimo za tvorbo lipidnega dvosloja,
bolj bo ta stabilen [110]. Zanimivo je, da iz ¢istega holesterola ne moremo tvoriti
stabilnega lipidnega dvosloja, lahko pa ga tvorimo iz njegove oksidirane oblike [110].
Omeniti pa moramo, da kljub natan¢ni pripravi raztopine najpreprostejSega lipida v
enem od primernih topil (alkani, kloroform) povsem natancne kemicne sestave
lipidnega dvosloja ne poznamo. Sestava lipidnega dvosloja po procesu tanjSanja
namre¢ ni enostavno povezana s sestavo raztopine iz katerega ga tvorimo [110].

Na planarnih lipidnih dvoslojih lahko zelo preprosto merimo njegove elektricne
lastnosti — zato je tudi $tudij elektroporacije relativno preprost. Stimulacijski in
merilni elektrodi namre¢ lahko postavimo na obe strani planarnega lipidnega dvosloja
in spremljamo elektri¢no aktivnost. Najveckrat merjene elektri¢ne lastnosti
planarnega lipidnega dvosloja so: prevodnost, kapacitivnost, porusitvena napetost in
membranska napetost.

1.4.1 Prevodnost in kapacitivnost

Na elektri¢ne lastnosti lipidnega dvosloja vpliva sestava celotne raztopine lipida;
uporabljeni lipid in uporabljeno topilo. Na elektri¢ne lastnosti pa imajo vpliv tudi
lastnosti elektrolita, v katerem lipidni dvosloj tvorimo. Na ve¢ino obic¢ajno
uporabljenih lipidov (lecitin, oksidirani holesterol, nekateri fosfolipidi) imajo obicajni
elektroliti, kot NaCl in KCI le majhen vpliv. Vendar to ne velja ze vse elektrolite.
Anioni, kot Br” in SO4>, povetujejo prevodnost lipidnega dvosloja. Enako velja tudi
za nekatere katione (Fe’").

Dodatek razli¢nih povrsinsko aktivnih molekul na eno ali obe strani lipidnega
dvosloja ima razli¢ne posledice. S povrsinsko aktivnimi molekulami lahko povecamo
prevodnost lipidnega dvosloja [110], generiramo membransko napetost ali vplivamo
na stabilnost membrane [1].

Kapacitivnost planarnih lipidnih dvoslojev znaga od 0,3 do 1,3 pF/cm®. Vrednost je
odvisna od sestave raztopine lipida in sestave elektrolita [23]. Ob vis§ji temperaturi je



kapacitivnost lipidnih dvoslojev manjsa [119]. Kapacitivnost lipidnega dvosloja je
odvisna tudi od ¢asa, ki je minil od njegove izgradnje. S Casom se povecuje, kar je
povezano s procesom tanjSanja membrane [119].

1.4.2 Porusitvena napetost

Porusitvena napetost lipidnega dvosloja je odvisna od zgodovine membrane [1, 12].
Ugotovljeno je namre¢, da lahko porusitveno napetost lipidnega dvosloja znizamo, ¢e
je na zacetku elektri¢nega pulza napetost na lipidnem dvosloju razli¢na od ni¢ in
seveda manjSa od porusitvene napetosti opazovanega lipidnega dvosloja pri izbranem
trajanja elektricnega pulza [1]. Z uporabo predhodnega visokonapetostega kratkega
elektrinega pulza pred pulzom s katerim izzovemo reverzibilno elektroporacijo lahko
znatno povecamo prevodnost lipidnega dvosloja ob reverzibilni elektroporaciji [12].
Porusitvena napetost lipidnega dvosloja je odvisna od dolzine uporabljenega
elektricnega pulza [1, 7, 106] in od sestave raztopine lipida [13]. PorusSitvena napetost
lipidnega dvosloja se v ve€ini primerov spremeni tako, ¢e uporabimo drugacen lipid
[13] kot tudi, ¢e uporabimo drugacno topilo [15]. Porusitveno napetost lahko
spremenimo z dodatkom povrsinsko aktivnih molekul; poloxamer 188 na primer
porusitveno napetost povisa, Cj,Eg pa zniza [41, 100, 106]. Z dodatkom povrSinsko
aktivnih molekul lahko spremenimo tudi ¢asovni potek porusive lipidnega dvosloja
[41]. Ce na lipidnem dvosloju tvorimo mreZi podobno strukturo iz polimeriziranega
aktina, ki je nekakSen model celicnega skeleta, se proces porusive podaljsa za tri
velikostne razrede [48]. PoruSitvena napetost ni odvisna od pH uporabljenega
elektrolita na podroc¢ju od pH = 5 do pH =9 [7]. Pravtako ni odvisna od koncentracije
uporabljenega elektrolita; le ta pa vpliva na hitrost porusitve lipidnega dvosloja [23].
PoviSanje temperature povzroci znizanje porusitvene napetosti lipidnega dvosloja [7].

1.4.3 Metodi studija elektroporacije

V literaturi opisane Studije elektroporacije planarnih lipidnih dvoslojev temeljijo na
dveh metodah: metodi nabojskega pulza (angl. charge pulse) [7, 41, 100] in metodi
vpete napetosti (angl. Voltage clamp) [1, 13, 100].

Bistvo metode nabojskega pulza je, da je membrana izpostavljena napetosti le v Casu
pulza. Potrebujemo hitro stikalo, ki razklene tokokrog v katerem je generator, so¢asno
s koncem elektri¢nega pulza. Razelektritev membrane, tj. upadanje napetosti na njej,
opazujemo na zunanjem uporu znane upornosti. Lipidni dvosloj je porusen, ko se
casovna konstanta razelektritve zmanjsa.

Pri metodi vpete napetosti elektricnemu pulzu izbrane dolzine (pravokotna faza) sledi
faza linearo padajo¢e napetosti. Dolzina te faze je odvisna od ¢asovnega intervala, ki
ga zelimo opazovati. Metoda vpete napetosti tako omogoca Studij Casovnega poteka
elektroporacije. Lipidni dvosloj je porusen, kadar v fazi linearno padajoce napetosti
zaznamo narascanje toka skozi membrano; amplitudo pravokotnega pulza zapiSemo
kot porusitveno napetost.

Metoda nabojskega pulza omogoca zelo natan¢no dolocitev porusitvene napetosti
lipidnega dvosloja, saj se lipidni dvosloj vedno porusi med pravokotnim pulzom. Z



metodo vpete napetosti pa porusitveno napetost lipidnega dvosloja dolo¢imo le
priblizno, saj se lipidni dvosloj lahko porusi tudi v fazi linearno padajoce napetosti
(daljsi pulz niZje napetosti). Povprec¢na porusitvena napetost planarnega lipidnega
dvosloja izmerjena z metodo nabojskega pulza je nizja kot v primeru, ko jo merimo z
metodo vpete napetosti [100]. Tudi zivljenski ¢as lipidnega dvosloja je krajsi kadar ga
merimo z metodo nabojskega pulza [100].
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Slika 1.9. Primerjava Casovnega poteka prevodnosti membrane ob meritvi z metodo
nabojskega pulza in metodo vpete napetosti. Casovna odvisnost prevodnosti membrane je
podobna v obeh primerih. Z metodo vpete napetosti lahko spremljamo prevodnost
membrane daljsi ¢as, kot z metodo nabojskega pulza. Slika je povzeta po Sharma et al 1996
[100].

1.4.4 Parametri, s katerimi opiSemo elektroporacijo

Najveckrat uporabljni parametri, s katerimi je v literaturi opisana elektroporacija
planarnih lipidnih dvoslojev, so porusitvena napetost, Zivljenski ¢as lipidnega
dvosloja [1], zakasnilni ¢as, poelektroporacijska casovna konstanta [100, 106] in
dvizni Cas prevodnosti lipidnega dvosloja [100].

Porusitvena napetost lipidnega dvosloja pri danem trajanju elektricnega pulza, je
napetost pri kateri se lipidni dvosloj ireverzibilno porusi. Ob porusitvi se prevodnost
lipidnega dvosloja poveca za vec¢ velikostnih redov [7].

Zivljenski ¢as lipidnega dvosloja pri dani napetosti je definiran kot ¢as, merjen od
zacCetka elektri€nega pulza do trenutka, pri katerem zaznamo porast toka skozi
dvosloj, ki je posledica porusitve lipidnega dvosloja [1]. Je naklju¢na spremenljivka,



zato ga ponavadi podajamo s porazdelitvenimi funkcijami ali funkcijami vrjetnostne
gostote [1, 15].

Zakasnilni Cas je ¢as merjen od konca elektricnega pulza do pojava elektroporacije
(slika 1.10) [100].

Poelektroporacijska ¢asovna konstanta je definirana le v okviru meritev z metodo
nabojskega pulza (slika 1.10). Cas od zaletka elektroporacije do trenutka, ko napetost
ob razelektritvi lipidnega dvosloja pade na 63% napetosti ob zacetku elektroporacije,
je poelektroporacijska ¢asovna konstanta [100].

Dvizni Cas prevodnosti lipidnega dvosloja lahko dolo¢imo le z metodo vpete
napetosti. Definiran je kot cas v katerem doseze prevodnost lipidnega dvosloja 33%
prevodnosti odprtine, na kateri lipidnega dvosloja ni [100].
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Slika 1.10. Parametri elektroporacije, ki jih lahko ocenimo z metodo nabojskega pulza.
Zakasnilni Cas je Cas, ki ga merimo od konca elektricnega pulza do pojava elektroporacije.
Cas od zadetka elektroporacije do trenutka, ko napetost ob razelektritvi lipidnega dvosloja

pade na 63% napetosti ob zacetku elektroporacije, je poelektroporacijska ¢asovna konstanta.
Slika je povzeta po Sharma et al 1996 [100].



2. MATERIALI IN METODE

2.1 Poskusi /n vitro

Vse poskuse in vitro smo naredili na Oddelku za tumorsko biologijo Onkoloskega
inStituta v Ljubljani.

2.1.1 Celice

Uporabili smo spontano transformirane plju¢ne fibroblaste kitajskega hr¢ka (DC3F;
podvojitveni ¢as 12 h [8]), ki nam jih je velikodusno prepustil Jean Belehradek Jr. z
inStituta Gustave Roussy, Villejuif v Franciji. Celice smo gojili v minimalnem
esencialnem mediju tipa Eagle (EMEM; Sigma, ZDA), ki smo ga pripravili po
navodilih proizvajalca. Obogatili smo ga s fetalnim tele¢jim serumom (Nalgene,
Velika Britanija) tako, da smo dobili 10% raztopino. Gojisc¢u smo dodali antibiotike
streptomicin (100 pg/ml; Lek, Slovenija), gentamicin (11 pg/ml; Lek, Slovenija),
penicilin (100 U/ml; Lek, Slovenija) in glutamin (10 mM; Gibco BRL, Velika
Britanija). Celice smo gojili v inkubatorju pri temperaturi 37 °C v 5% CO; atmosferi
in 90% vlagi. Rutinsko smo jih presajali dvakrat na teden s pomocjo 0,25% raztopine
tripsina z EDTA (Hyclone, ZDA). Za poskuse smo uporabili celice v eksponentni fazi
rasti.

2.1.2 Elektroporacija

Uporabili smo enak eksperimentalni protokol kot Cemazar M. [19]. Celice smo za
poskuse nasadili na petrijevke z velikostjo 150 cm®. Tretji dan njihove rasti smo jim
zamenjali gojisce, Cetrti dan pa naredili poskus. Pred poskusom smo celice
tripsinizirali. Tripsin smo po minuti odlili in po priblizno 5 minutah ustavili njegovo
delovanje z gojiScem, ki je vsebovalo fetalni serum. Celice smo centrifugirali 5 min
pri 4 °C in 1500 obratih/min. Nato smo jih resuspendirali v poracijskem mediju —
g0ji8¢u, ki ni bilo obogateno s fetalnim serumom, dodali pa smo mu kalcijev klorid
CaCl, (1M, Lekarna Klini¢nega centra, Slovenija) tako, da je bila kon¢na
koncentracija CaCl; 0,5 mM. V tem gojiS¢u smo pripravili gosto celicno suspenzijo
2,2 x 107 celic/ml. Za meritev fluorescence vnesenega propidijevega jodida smo 90 ul
celi¢ne suspenzije, predno smo jo izpostavili napetostnim pulzom, dodali 10 pl
raztopine propidijevega jodida (0,1 mM, Sigma, ZDA), ki smo ga raztopili v
destilirani vodi (Zavod za transfuzijo Republike Slovenije, Slovenija). Za test
klonogenosti pa smo pred terapijo z napetostnimi pulzi 90 ul celicne suspenzije dodali
10 pl poracijskega medija.

Kapljico celi¢ne suspenzije s prostornino 50 pl smo postavili med vzporedni ploscati
elektrodi s povriinama 2 cm” (pravokotnik 1 cm x 2 cm) izdelanima iz nerjavedega
jekla na Fakulteti za elektrotehniko po nacrtih raziskovalne skupine prof. dr.
Eberharda Neumanna. Poskusi, kjer smo celice izpostavili enemu pulzu dolzine 20 ps
in spremljali njihovo prezivetje, so zahtevali visoke napetosti, do 640 V. Ker
generator visoko napetostnih pulzov, ki smo ga uporabili, lahko generira le pulze
omejenih moci, smo pri teh poskusih uporabili kapljico s prostornino 25 ul, ki ima



vec¢jo upornost. Reza med elektrodama je merila 2 mm. Elektrodi smo pred vsakim
poskusom umili v 96% etanolu in ju osusili s sterilno gazo. Na elektrodi smo privedli
napetostni signal z ustreznim ¢asovnim potekom (amplituda, trajanje pulzov, Stevilo
pulzov, frekvenca pulzov).

Monofazne pravokotne napetostne pulze smo generirali z visokonapetostnim
generatorjem Jouan GHT 1287 B (Societe Jouan, Francija). Napetost in tok smo med
meritvami opazovali z dvokanalnim spominskim osciloskopom Hameg HM 205-3
(Hameg Elektronik, Nemcija). Pulze smo $teli z univerzalnim Steveem HM 8021-3
(Hameg Elektronik, Nemcija).

Epruveto s celi¢no suspenzijo smo med meritvami hranili pri temperaturi 4 °C. Po
izpostavitvi visokonapetostnim pulzom pa smo celice 5 minut inkubirali na sobni
temperaturi.

2.1.3 Prezivetje celic

Prezivetje celic po izpostavitvi napetostnim pulzom smo dolocali s testom
klonogenosti (Slika 2.1). To je edini test v in vitro poskusih, ki pokaZe reprodukcijsko
sposobnost celic. Je enostaven in ponovljiv ter zaradi teh lastnosti predstavlja standard
s katerim primerjamo druge metode za ugotavljanje celi¢nega prezivetja [17].
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Slika 2.1. Test klonogenosti. 1z vzorca celic, ki je bil izpostavljen elektricnim pulzom smo
odmerili 600 celic in jih nasadili v tri petrijevke. Po petih dneh smo celice fiksirali s 96%
etanolom in jih obarvali s kristal vijoli¢nim. Enako smo postopali s kontrolno skupino celic.
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Po 5 minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo iz vzorca celic, ki je bil
izpostavljen elektri¢nim pulzom odmerili 600 celic in jih nasadili v tri petrijevke (v
vsako po 200) v gojisce, kakrSno smo uporabljali za gojenje celic. Po petih dneh smo
gojisce odlili, celice fiksirali s 96% etanolom in jih obarvali s kristal vijoli¢nim
barvilom (Kemika, Hrvaska). Delez prezivetja smo dolocili kot razmerje med
povprecnim Stevilom kolonij v treh petrijevkah s celicami, ki so bile izpostavljene
pulzom visoke napetosti in povpre¢nim Stevilom kolonij v treh kontrolnih petrijevkah.
S kontrolno skupino celic smo postopali povsem enako kot s tretiranimi celicami, le
da na elektrodi nismo privedli napetostnega signala. Uspesnost nasaditve celic je bila
pri vseh poskusih okrog 90%.

2.1.4 Permeabilizacija celic

Elektropermeabilizacijo celic smo spremljali z merjenjem fluorescence propidijevega
jodida. Propidijev jodid je fluorescentno barvilo, namenjeno ozna¢evanju DNK.
Vezano na DNK fluorescira svetlobo v pasu valovnih dolzin 550 — 730 nm ob
absorbciji svetlobe valovnih dolzin 430 — 570 nm [124]. Fluorescenca nevezanega
propidijevega jodida je 1000-krat manjSa [83]. Prav ta lastnost mu daje prednost pred
drugimi fluorescentnimi barvili; po elektropermeabilizaciji nevezanega propidijevega
jodida namre¢ ni potrebno odstraniti, saj meritve s pretocnim citometrom ne moti.
Tako se izognemo odvecnemu pipetiranju in centrifugiranju, ki lahko dodatno
mehansko poskoduje celice.

Meritve smo opravljali s preto¢nim citometrom FACSort (Becton Dickinson, ZDA)
na MikrobioloSkem institutu Medicinske fakultete v Ljubljani (Slika 2.2).
Racunalniski sistem je avtomatsko zajemal sipanje laserske svetlobe v smeri vpada
zarka (FSC-H), ki daje informacijo o velikosti in morfologiji delca na katerem se
svetloba siplje, ter fluorescenco delca v pasu valovnih dolzin 550 — 730 nm (FL2 —
H), ki je pokazatelj koli¢ine propidijevega jodida v opazovanem delcu.

Po 5 minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo celice, ki so bile izpostavljene
elektricnim pulzom dodali v epruveto, ki je vsebovala 1 ml fosfatnega pufra PBS.
Epruvete smo do meritve s preto¢nim citometrom hranili pri temperaturi 4 °C. 1z
vsake epruvete smo izbrali vzorec 5000 delcev in izmerili FSC-H in FL2-H. Iz
opazovanega vzorca smo odsteli tiste fluorescirajoCe delce, ki po velikosti in
morfologiji niso ve€ ustrezali celicam (ostanki razpadlih celic). Delez
permeabiliziranih celic smo dolo¢ili iz razmerja med fluorescirajo¢imi delci in vsemi
delci v preostalem vzorcu. Kontrolno meritev smo izvedli na celicah, s katerimi smo
postopali povsem enako kot s tretiranimi celicami, le da na elektrodi nismo privedli
napetostnega signala.

Opisani protokol smo povzeli po Marie — Pierre Rols [83]. Protokol naj bi zagotavljal
nespremenjene podatke o elektropermeabilizaciji celic s propidijevim jodidom Se
nekaj ur po poskusu (do 4 h). Toda propidijev jodid sCasoma prehaja tudi v zdrave
celice. Nekateri avtorji zato priporoc¢ajo, da meritev fluorescence opravimo v 30
minutah [115]. NaSe meritve smo opravili priblizno 60 minut po tretiranju celic, zato
smo nekaj fluorescentnih celic zaznali tudi v kontrolnih vzorcih.
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Slika 2.2. Shematiéni prikaz meritve s preto¢nim citometrom. Racunalniski sistem je
avtomatsko zajemal sipanje laserske svetlobe v smeri vpada zarka (FSC-H), ki daje
informacijo o velikosti in morfologiji delca na katerem se svetloba siplje, ter fluorescenco
delca v oranzno — rdecem barvnem pasu (FL2 — H), ki je pokazatelj koli¢ine propidijevega
jodida v opazovanem delcu.

2.1.5 Dolo€itev praga reverzibilne in praga ireverzibilne elektroporacije

Za vsak opazovani protokol izpostavitve celic pulzom visoke napetosti, tj. izbrano
Stevilo napetostnih pulzov, izbrano trajanje pulzov v vlaku in izbrano frekvenco
pulzov, smo dolocili prezivetje celic in fluorescenco z napetostnimi pulzi vneSenega
propidijevega jodida pri razlicnih amplitudah elektricnih pulzov.

Delez Zivih celic pri izbranem protokolu smo dolocili tako pri napetostih, ki celic Se
ne poskodujejo trajno, kot tudi pri napetostih, ki unicijo vecino celic v opazovani
populaciji. Na izmerjene tocke deleza Zivih celic smo napeli sigmoidno krivuljo
oblike:

t—— M

kjer je d, delez zivih celic, U, napetost, ay, by, d, in U,y pa parametri sigmidne
krivulje. Vsoto parametrov a, in d,9 smo omejili z vrednostjo 100, ker realno delez
zivih celic v opazovani populaciji ne more biti vecji od 100%. Parametru d,,y pa smo
postavili omejitev d,g = 0, saj realno delez Zivih celic ne more biti manjsi od 0.



Definicija 1: PRAG IREVERZIBILNE ELEKTROPORACIJE

Prag ireverzibilne elektroporacije pri izpostavitvi celic pulzom visoke napetosti je
tista napetost, pri kateri sigmoidna krivulja, ki opisuje delez zivih celic v populaciji,
doseze vrednost 50%.

Delez fluorescirajocih celic smo ravno tako dolo¢ili na celotnem napetostnem
intervalu; od napetosti, ki Se ne povzroc¢ijo permeabilizacije, do napetosti, pri katerih
so permeabilizirane prakticno vse celice v opazovani populaciji. Na izmerjene tocke
deleza fluorescirajocih celic smo napeli sigmoidno krivuljo oblike:
a .
/
= 2)

by

df = df0 +

l+e

kjer je drdelez fluorescirajoCih celic, Urnapetost, as, b; dp in Up pa parametri
sigmidne krivulje. Vsoto parametrov arin dy smo omejili z vrednostjo 100, ker realno
delez fluorescirajocih celic v opazovani populaciji ne more biti vecji od 100%.
Parametru dy pa smo postavili dodatno omejitev dy > 0, saj realno delez
fluorescirajocih celic ne more biti manjsi od 0. Ta omejitev se je pokazala kot
nepotrebna, saj smo pri vseh meritvah zaznali nekaj fluorescentnih celic tudi v
kontrolnih vzorcih. Kot smo Ze omenili, so lahko to sicer zive celice v katere je
propidijev jodid priSel z endocitozo ali pa celice, ki nadaljnega podvojevanja ne bi vec
prezivele, vendar Se ne kazejo vecjih sprememb v morfoloskih znacilnostih. Zato smo
prag reverzibilne elektroporacije definirali nekoliko drugace (Slika 2.3).

Definicija 2: PRAG REVERZIBILNE ELEKTROPORACIJE

Prag reverzibilne elektroporacije pri izpostavitvi celic pulzom visoke napetosti je tista
napetost, pri kateri sigmoidna krivulja, ki opisuje delez fluorescirajocih celic v
populaciji, doseze 50% razlike med njeno najvecjo in najmanjSo vrednostjo.

Definicija 3: SIRINA ELEKTROPORACIJSKEGA INTERVALA
Sirina elektroporacijskega intervala je razlika med pragom ireverzibilne
elektroporacije in pragom reverzibilne elektroporacije.

Osnova definicij pragu reverzibilne elektroporacije in Sirine elektroporacijskega
intervala je elektropermeabilizacija celic s propidijevim jodidom. Struktura molekule
propidijevega jodida, njena molekulska masa in naboj se razlikuje od strukture,
molekulske mase in naboja preostalih testnih molekul (tabela 1.1 v Uvodu) in
molekul, s katerimi bi Zeleli celice permeabilizirati. Vrednosti obeh parametrov so
zato ob permeabilizaciji enakih celic z druga¢nimi molekulami lahko drugacne.
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Slika 2.3. Prag reverzibilne elektroporacije, prag ireverzibilne elektroporacije in Sirina
poracijskega intervala.

2.1.6 Dolo€itev deleza zivih, uspesno permeabiliziranih celic

Meritvi prezivetja celic in vnosa fluorescentnega barvila sta lo¢ena eksperimenta.
Med Zivimi celicami v opazovani populaciji so tako tiste, ki so pri izbrani napetosti
permeabilizirane, kot tudi tiste, ki niso. Prav tako so med fluorescentnimi celicami pri
izbrani napetosti tiste, ki jih permeabilizacija ni trajno poskodovala, kot tudi tiste, ki
jih je. Kako torej vemo koliko celic v opazovani populaciji je Zivih in uspesno
permeabiliziranih hkrati?

Naj bo poskus izpostavitev celic izbranim elektricnim parametrom pri dolo¢eni
napetosti (prezivetje celic). Dogodek Z v poskusu naj se zgodi, kadar celica tretma
prezivi:

Z = celica prezivi . 3)

Relativna frekvenca dogodka Z f(Z) je enaka delezu prezivetja, kot smo ga definirali v
podpoglavju 1.3:
_ Stevilo Zivih celic

f(2)= : 4

Stevilo vseh celic




Denimo, da opazujemo tako veliko Stevilo celic, da je relativna frekvenca f'(Z) kar
enaka verjetnosti P(Z). Sigmoidna krivulja, ki opisuje delez zivih celic v populaciji v
odvisnosti od napetosti, torej pri vsaki napetosti podaja verjetnost, da celica ostane
ziva (slika 2.4).
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Slika 2.4. Sigmoidna krivulja, ki opisuje delez zivih celic v populaciji v odvisnosti od
napetosti. Celice DC3F smo izpostavili enemu napetostnemu pulzu dolzine 1000 ps. Hkrati
krivulja opisuje verjetnost dogodka P(Z) = P(celica prezivi).

Drugi poskus naj bo elektropermeabilizacija celic s propidijevim jodidom z izbranimi

elektricnimi parametri pri dolo€eni napetosti. Dogodek B v tem poskusu naj se zgodi,
kadar celica fluorescira:

B = celica fluorescira . (5)

Relativna frekvenca dogodka B f(B) je enaka delezu permeabiliziranih celic, kot smo
ga definirali v podpoglavju 2.1.4:

Stevilo fluorescentnih celic

f(B)=

(6)

Stevilo vseh celic

Denimo, da opazujemo tako veliko Stevilo celic, da je relativna frekvenca f'(B) kar
enaka verjetnosti P(B). Sigmoidna krivulja, ki opisuje delez permeabiliziranih celic v
populaciji v odvisnosti od napetosti, torej pri vsaki napetosti podaja verjetnost, da
celica po terapiji s pulzi te napetosti fluorescira.



Naj se dogodek ZB zgodi tedaj, kadar pri izbranih elektri¢nih parametrih in doloceni
napetosti celica fluorescira in hkrati ostane ziva:

ZB = celica fluorescira in hkrati prezivi . (7

Edina razlika v pogojih prvega in drugega poskusa je, da so v okolici celic v drugem
poskusu prisotne tudi molekule propidijevega jodida. Ce to razliko v obeh poskusih
zanemarimo, lahko zapiSemo verjetnost dogodka ZB kot produkt verjetnosti dogodka
Z in verjetnosti dogodka B:

P(ZB) = P(Z) P(B) . (8)

Z mnozenjem vrednosti na sigmoidni krivulji, ki opisuje delez zivih celic v populaciji,
z vrednostmi na sigmoidni krivulji, ki opisuje delez fluorescirajocih celic v populaciji,
dobimo krivuljo, ki opisuje delez zivih in uspe$no permeabiliziranih celic v populaciji
(slika 2.5).
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Slika 2.5. Delez zivih in uspe$no permeabiliziranih celic v odvisnosti od napetosti
elektri¢nih pulzov. Celice DC3F smo izpostavili enemu napetostnemu pulzu dolzine
1000 ms.

2.1.7 Obdelava eksperimentalno dobljenih podatkov

Namen naSe Studije je bil analizirati vpliv razli¢nih elektri¢nih parametrov na
elektroporacijo celic v pogojih in vitro. Za vsak opazovani protokol izpostavitve celic
pulzom visoke napetosti, tj. izbrano Stevilo napetostnih pulzov, izbrano trajanje
pulzov v vlaku in izbrano frekvenco pulzov, smo dolo¢ili prezivetje celic in



fluorescenco z napetostnimi pulzi vneSenega propidijevega jodida pri razli¢nih
amplitudah elektri¢nih pulzov, tj. pri razli¢nih napetostih.

Delez prezivelih celic in delez fluorescirajocih celic pri opazovanem protokolu in
amplitudi elektri¢nih pulzov smo dolo¢ili na podlagi treh , Stirih ali petih poskusov.
Za vsako napetost smo izracunali povprecni vrednosti obeh delezev in kvadratni
odmik izmerkov od izraCunanih povprec¢nih vrednosti (varianco). Rezultati, tj.
povprecne vrednosti s standardnimi napakami, vseh opazovanih protokolov so zbrani
v Dodatku.

Vsem izmerjenim vrednostim (vsaj tri meritve pri vsaki amplitudi) pri izbranem
protokolu smo z metodo najmanjsih kvadratov prilagodili sigmoidno krivuljo.
Upostevali smo omejitve, ki smo jih navedli v podpoglavju 2.1.5. Krivulje smo
prilagodili s programskim paketom SigmaPlot 4.0. Vse krivulje in njihovi parametri
so zbrani v Dodatku.

Dolo¢ili smo vsoto kvadrtov odmikov izmerkov od krivulje (SEE)

SEE:Z(yi_yiP)z ) )

kjer je y; izmerjena vrednost, y;p pa vrednost na prilagojeni krivulji. Povpre¢ni
kvadratni odmik izmerkov od krivulje s° zaradi predstavitve meritev z modelom, smo
izracunali kot [22]:

2 _ SEE (10)
n—(k+1)

V enacbi je z n oznaceno Stevilo vseh meritev, na podlagi katerih smo dolocili

krivuljo, k+1 pa je Stevilo parametrov prilagojene krivulje.

Prag reverzibilne elektroporacije pri izpostavitvi celic pulzom visoke napetosti smo
definirali kot tisto napetost, pri kateri sigmoidna krivulja, ki opisuje delez
fluorescirajocih celic v vzorcu, doseze 50% razlike med njeno najvecjo in najman;jso
vrednostjo; prag ireverzibilne elektroporacije pa kot napetost, pri kateri sigmoidna
krivulja, ki opisuje delez zivih celic v vzorcu, doseze vrednost 50%. Obe napetosti
torej razberemo iz linearnega dela sigmoidne krivulje. Povpre¢ni odmik od izracunane
vrednosti napetosti sy smo ocenili z diferencialom d” pri izbrani vrednosti sigmoidne
krivulje [45]:

Sy :%s . 11

Varianco vrednosti elektroporacijskega intervala, ki smo ga definirali kot razliko
praga reverzibilne in praga ireverzibilne elektroporacije, smo ocenili z vsoto varianc
obeh pragov.



Varianco deleza zivih, uspes$no permeabiliziranih celic, in varianco napetosti, pri
kateri ta delez dosezemo, pa smo ocenili z vecjo od obeh, z diferencialom dolo¢enih
varianc.



2.2 Poskusi na lipidnih dvoslojih

Vsi poskusi na planarnih lipidnih dvoslojih so bili narejeni na Johns Hopkins
University, Baltimore v ZDA v okviru Studentske izmenjave med Univerzo v
Ljubljani in Johns Hopkins University v letih 1997 in 1998. Uporabili smo
eksperimentalni protokol in eksperimentalni sistem, ki je natan¢neje opisan v Troiano
etal. [106] in Sharma et al [100].

2.2.1 Priprava planarnega lipidnega dvosloja

Planarne lipidne dvosloje smo tvorili iz umetnega lipida 1 —pamitol 2 —oleol
fosfatidiholina (POPC) (slika 2.6), ki smo ga v obliki parhu kupili pri Avanti Polar
Lipids, Alabaster, ZDA in ga raztopili v meSanici hexana in etanola (razmerje 9:1)
tako, da je 1 ml omenjene mesanice vseboval 10 mg POPC. Molekule fosfatidiholina
so prisotne v kopici bioloSkih membran. Zelo velik je na primer delez tega fosfolipida
v membranah endoplazmatskega retikuluma in mitohondrijev (okrog 40%) [10].

C|H ﬁ CH,
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Slika 2.6. Zgradba molekule POPC. Dve —OH skupini glicerola sta zaestreni z mas¢obnima
kislinama, ki tvorita hidrofobna repa molekule. Hidrofilno glavo molekule pa sestavlja
preostala —OH skupina, ki je zaestrena s fosforjevo kislino, nanjo pa je vezana organska
baza holin.

Lipidne dvosloje smo tvorili po Montal — Miiellerjevem principu [57] (slika 2.7).
Uporabili smo posodo iz teflona, ki je bila predeljena v dva razdelka velikosti 1,5
cm’. V steno med razdelkoma smo vstavili 25 pm debelo teflonsko folijo, v kateri je
bila okrogla luknjica s premerom 105 um. Povrsina luknjice je znagala 8,66 10° cm®
[106].

Teflonsko posodo smo med eksperimenti potopili v zvepleno kislino (H,SOy), ki jo je
dobro odistila. Pred eksperimentom smo jo sprali z destilirano vodo in pocakali, da se
je posusila. Teflonsko folijo smo med eksperimenti hranili v kloroformu. Pred
eksperimentom smo jo vzeli iz posode s kloroformom in pocakali, da se posusi. Po
eksperimentu pa smo jo najprej oprali z etanolom, nato z destilirano vodo ter suho
polozili v posodo s kloroformom. Uporabili smo dva para Ag-AgCl elektrod (IVM,
ZDA), ki smo jih obesili nad teflonsko posodo tako, da sta bili v vsakem predelku dve
(slika 2.8). Po vsakem eksperimentu smo elektrode sprali z etanolom in destilirano
vodo. Med eksperimenti smo jih hranili v zra¢nem in temnem prostoru.



Slika 2.7. Montal — Miiellerjev princip tvorbe lipidnih dvoslojev. A) Enojna plast lipidnih
molekul na povrsini raztopine soli. B) Nivoja slane raztopine v obeh predelkih pocasi in kar
se le da socasno dvignemo nad zgornji rob luknjice v predelni steni. C) Na luknjici ostane
dvosloj lipidnih molekul. Sliko smo narisali po sliki v Ehrlich 92.

Pred vsakim eksperimentom smo suho teflonsko folijo vstavili v predelno steno
teflonske posode. Na obe strani luknjice smo kanili 1 pl raztopine lipida. To omogoca
nastanek bolj stabilnih dvoslojev. Ko je raztopina lipida povsem izhlapela, smo na obe
strani luknjice kanili 1,5 pl meSanice heksdekana in pentana v razmerju 3 : 7. V oba
predelka posode smo nalili raztopino soli (100 mM KCl, 10 mM Hepes pH 7.40)
ravno do spodnjega roba luknjice. Na gladino raztopine soli v vsakem predelku smo
kanili 2 pul raztopine lipida in pocakali, da se raztopina lipida razporedi po celotni
gladini predelka (vsaj 15 min). Lipidni dvosloj smo naredili tako, da smo nivoja slane
raztopine v obeh predelkih pocasi in kar se le da socasno dvignili nad zgornji rob
luknjice v predelni steni (slika 2.7B). Potem, ko smo lipidni dvosloj z elektroporacijo
porusili, smo nivoja slane raztopine spet spustili pod luknjico in lipidni dvosloj
ponovno zgradili po opisanem postopku.

4.2.2 Meritev porusitvene napetosti

Elektri¢ne pulze smo aplicirali s parom Ag-AgCl elektrod preko hitrega nizko
nabojskega analognega stikala [100] z nizko upornostjo ob vklopu in visoko
upornostjo ob izklopu. Nizka upornost ob vklopu je omogocala hitro nabijanje
lipidnega dvosloja (<10 ns). Visoka opornost ob izklopu pa je izolirala lipidni dvosloj
od vira napetosti, tako da smo razelektritev lipidnega dvosloja lahko opazovali na
zunanjem uporu Re (1 MQ). Drugi par elektrod (Ag-AgCl) je sluzil merjenju napetosti
na lipidnem dvosloju (slika 7). Vir napetosti je predstavljalo programabilno vezje za
oblikovanje pulzov razli¢nih oblik WSB100 (Quatech Inc, Akron, ZDA), ki smo ga
upravljali preko ra¢unalnika. Napetost na membrani in tok skozi membrano smo
spremljali na spominskem osciloskopu (Tektronix 2211), podatke pa s programom
Labview shranjevali v raCunalniku. Temperatura prostora, v katerem smo meritve
opravljali, je bila 18°C.
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Slika 2.8. Preprosta shema eksperimentalnega sistema. V pregradi med predelkoma
teflonske posode je vstavljena teflonska folija z luknjico na kateri smo gradili lipidne
dvosloje. V raztopino soli so potopljene $tiri elektrode. S srednjima dvema smo merili

napetost na lipidnem dvosloju (V) preko diferencialnega ojacevalnika z visoko impedanco,
z zunanjima dvema pa smo na lipidni dvosloj privedli pulze ustrezne napetosti in merili tok
(Io) skozi lipidni dvosloj. Analogno stikalo prekine povezavo med lipidnim dvoslojem in
napetostnim virom, tako da se lipidni dvosloj lahko razelektri le preko zunanjega upora R,
(1 MQ). Sliko smo povzeli po sliki v Sharma et al 1996 [100].

Pred vsakim poskusom smo nekajkrat izmerili kapacitivnost celotnega sistema brez
lipidnega dvosloja (Cs), tj. kapacitivnost vezja, teflonske posode in teflonske folije.
Sistem smo izpostavili 10 us trajajo¢emu pulzu z amplitudo 300 mV in ga razelektrili
preko zunanje upornosti R.. Kapacitivnost sistema smo izra¢unali iz asovne
konstante razelektritve. Na isti nacin smo za vsak lipidni dvosloj izmerili
kapacitivnost sistema skupaj z lipidnim dvoslojem (C,). Kapacitivnost lipidnega
dvosloja (Cy,) smo izracunali kot razliko med obema kapacitivnostima (Cy, = C; - Cy).
Privzeli smo, da lipidni dvosloj zavzema 90% povrSine luknjice; torus, na katerega
lipidni dvoloj napnemo pa 10% luknjice. Iz znane povrsine lipidnega dvosloja in
njegove kapacitivnosti, smo izracunali specificno kapacitivnost vsakega lipidnega
dvosloja. Enaka specifi¢na kapacitivnost je bila merilo ponovljivosti lipidnih
dvoslojev.
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Slika 2.9. Vlak Sestnajstih pulzov dolzine T (100 ps). Pavzo med pulzi T, smo s faktorjem
10 povecevali od 1 ps do 1000 ps. Pulz dolzine 1600 ps nam je predstavljal pavzo med
pulzi, ki traja 0 us. Pulz dolzine 100 ps pa vlak Sestnajstih pulzov, v katerem je pavza med
pulzi neskon¢no dolga. Amplituda pulzov v vlaku je oznacena z A.

Lipidne dvosloje smo po testu stabilnosti (lipidni dvosloj mora biti obstojen vsaj 5
min) izpostavili vlaku Sestnajstih pulzov dolzine 100 ps (slika 2.9). Pavzo med pulzi
smo s faktorjem 10 povecevali od 1 ps do 1000 ps. Pulz dolZine 1600 us nam je
predstavljal pavzo med pulzi, ki traja O ps. Pulz dolzine 100 us pa vlak Sestnajstih
pulzov, v katerem je pavza med pulzi neskoncno dolga. Amplitudo napetosti, kateri je
bil izpostavljen lipidni dvosloj, smo s korakom 10 mV dvigovali od napetosti, ki po
izkuSnjah Se ni porusila lipidnega dvosloja, do poruSitvene napetosti. Napetost, pri
kateri se je lipidni dvosloj porusil, smo zapisali kot elektroporacijsko napetost
lipidnega dvosloja. Zapisali smo tudi zaporedno Stevilko pulza, v katerem je do
porusitve prislo. Pri vsaki pavzi med pulzi smo izvedli Sest do osem meritev
porusitvene napetosti lipidnega dvosloja.

2.2.3 Statisti¢na analiza

Rezultate meritev smo analizirali z Mann — Whitneyevim testom. Je neparametricen
in primeren za majhne vzorce [16]. Nic¢elno hipotezo nam je predstavljala trditev, da
vzorca, ki smo ju med seboj primerjali (vse meritve pri doloceni pavzi me pulzi),
izhajata iz iste populacije. Nicelno hipotezo smo zavrnili, ¢e je bila njena verjetnost
manjsa od 0,05.



3.REZULTATI

3.1 Vpliv elektriéne energije na elektroporacijo v pogojih in vitro

Izbrali smo pet protokolov, v katerih smo celi¢ni suspenziji med poskusom dovedli
enako elektri¢no energijo E; Stevilo pulzov N, trajanje enega pulza T; in frekvenca
pulzov fpa so se od protokola do protokola razlikovali (slika 3.1).

Elektricno energijo E, ki jo med eksperimentom dovedemo celi¢ni suspenziji
izracunamo kot:

E= JT-U(t)I(t)dt = jU(t)Lt)d = jU(t)zdt . (12)

Z(w,1)

Napetost med elektrodama smo oznacili z U(?), elektricni tok /() in trajanje celotnega
poskusa s 7. Privzeli smo, da je impedanca bremena Z(®, ) omska in med tretmajem
konstantna. Zapisali smo jo s konstanto Z. Tudi napetost U(t) je bila med pravokotnim
pulzom konstantna in enaka U. Nastete ugotovitve upoStevamo v enacbi (1) in
dobimo:

U &
_72 . (13)

—_

i=

Pri opisanih eksperimentalnih protokolih energijo protokola torej dolocata napetost
pulzov U in trajanje celotnega poskusa 7.

Permeabilizacijo celic smo v okviru vseh petih protokolov spremljali z merjenjem
fluorescence med elektroporacijo vneSenega propidijevega jodida in merjenjem
prezivetja celic po elektroporaciji pri treh razli¢nih elektriénih energijah, ki so jih
dolocale napetosti 160 V, 200 V in 240 V. Prezivetje celic po elektroporaciji smo pri
vseh petih protokolih dolo¢ili tudi pri energiji, ki jo doloca napetost 280 V.

Ugotovili smo, da elektroporacija celic z napetostmi do vklju¢no 200 V v obliki
kateregakoli od petih protokolov ne vpliva bistveno na njihovo prezivetje, saj le-to
zna$a priblizno 90 % prezivetja celic v kontrolni skupini (slika 3.1). Vi§ji napetosti
(240 V in 280 V) pa vplivata na prezivetje celic. Le to se z viSanjem napetosti
zmanjSuje. Pri obeh napetostih ostane delez zivih celic ve¢ji pri izpostavitvi celic
elektricnim pulzom v okviru protokolov D in E, kjer je trajanje pulzov krajse,
frekvenca pulzov vi$ja in Stevilo pulzov vecje. Tako pri izpostavitvi celic pulzom
napetost 280 V v okviru protokola E, ostane Zivih kar 52% celic, v okviru protokola A
pa le 20%.

DeleZ uspesno permeabiliziranih celic z naraS¢ajoco napetostjo (energijo) narasca v
okviru vseh petih protokolovov (slika 3.1). Delez uspesno permeabiliziranih celic pa
ni odvisen le od napetosti (energije), temvec tudi od uporabljenega protokola. Pri vseh
treh opazovanih energijah je namre¢ delez uspesno permeabiliziranih celic vecji pri



Prezivetje celic (%)

Prezivetje celic (%)

rezimih A in B, kjer so pulzi daljsi, njihovo Stevilo manjse, frekvenca pa nizja. Pri
napetosti 200 V je v okviru protokola A uspesno permeabiliziranih kar 78 % celic v
opazovani populaciji; v okviru protokola E pa le 50 %.

protokol | N | T;(us) | f(Hz) (s)
A 4 200 0.5 8
B 8 100 1 8
C 16 50 2 8
D 40 20 5 8
E 80 10 10 8
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Slika 3.1. Rezultati merjenja fluorescence med elektropermeabilizacijo vneSenega
propidijevega jodida in merjenja prezivetja celic po elektroporaciji pri elektri¢nih

parametrih, ki jih doloCajo v tabeli navedeni protokoli.
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Dolo¢ili smo tudi delez zivih uspesno permeabiliziranih celic v populaciji v okviru
vseh petih elektroporacijskih protokolov in pri vseh treh napetostih (energijah). Delez
zivih uspe$no permeabiliziranih celic je odvisen od uporabljenega protokola (slika
3.2). Pri napetostih (energijah), kjer prezivetje celic Se ni zmanjSano (160 V in 200

daljSe je trajanje pulzov. Pri napetostih, ki ze vplivajo na prezivetje celic pa temu ni
ve¢ tako. Pri napetosti 240 V smo najvecji delez zivih uspesno permeabiliziranih celic
ocenili v okviru protokola C (16 pulzov dolzine 50 ps; frekvenca 2 Hz). Protokola z
najdaljSimi in najkrajSimi pulzi — A in E pa sta si enakovredna.
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Slika 3.2. Delez zivih uspe$no permeabiliziranih celic v opazovani populaciji v odvisnosti
od napetosti. Elektri¢ni parametri protokolov A, B, C, D in E so navedeni v Tabeli na
sliki 3.1.

3.2 Prag reverzibilne elektroporacije

Preucevali smo vpliv Stevila pravokotnih elektri¢nih pulzov in trajanja elektricnih
pulzov na prag reverzibilne elektroporacije. Prag reverzibilne elektroporacije smo
dolo¢ili na podlagi merjenja fluorescence med elektropermeabilizacijo vnesenega
propidijevega jodida. Napetost, pri kateri sigmoidna krivulja, ki opisuje delez
fluorescirajocih celic v populaciji, doseze 50% razlike med njeno najvecjo in
najmanjso vrednostjo, smo oznacili kot pragovno napetost reverzibilne
elektroporacije.

Dolocili smo pragovno napetost reverzibilne elektroporacije pri enem pulzu in vlakih
Stirih, osmih, Sestnajstih in StiriinSestdesetih pulzov. Pulzi v vlaku so si sledili s



frekvenco 1 Hz. Trajanje posameznega pulza v vlaku je bilo 20 ps, 100 ps, 500 ps
oziroma 1000 us. Pragovna napetost reverzibilne elektroporacije upada z ve¢anjem
Stevila pulzov. Upadanje je znatno do Stevila osem; nadaljnje povecevanje Stevila
pulzov v vlaku pa ne prinese ve¢ njenega bistvenega znizanja (slika 3.3).
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Slika 3.3. Pragovna napetost reverzibilne elektroporacije v odvisnosti od stevila pulzov.
Pragovne napetosti reverzibilne elektroporacije smo dolocili pri enem pulzu in vlakih s
Stirimi, osmimi, Sestnajstimi in StiriinSestdesetimi pulzi. Predstavljene so vrednosti za pulze
dolzine 20 ps, 100 ps, 500 ps in 1000 ps. Vsaka tocka je izraCunana iz ustrezne sigmoidne
krivulje; ocenjen je povprecni odmik od izracunane vrednosti.

Tudi dalj$anje trajanja pulzov v vlaku znizuje pragovno napetost reverzibilne poracije
(slika 3.4). Najdaljsi pulzi, ki smo jih opazovali v vlakih z razli¢nim Stevilom pulzov,
so trajali 1 ms. Na osnovi izmerjenih vrednosti sklepamo, da bi z dalj$imi pulzi lahko
dodatno znizali pragovno napetost reverzibilne elektroporacije. Z namenom, da bi
poiskali pragovno napetost reverzibilne elektroporacije z enim, poljubno dolgim
pulzom, ki predstavlja nekaksno merilo vzdraZljivosti celic DC3F pri elektroporaciji s
propidijevim jodidom. Upadanje zelo dobro opisuje vsota dveh eksponentno
padajo¢ih krivulj oblike: y = yo + ae ™ + ce™, saj izmerjene tocke od krivulje sploh ne
odstopajo. Pragovna napetost reverzibilne elektroporacije, izraCunana z opisanim
modelom, znaSa 98 V. To je ocena najnizje napetosti, s katero lahko
elektropermeabiliziramo celice DC3F s propidijevim jodidom.
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Slika 3.4. Pragovna napetost reverzibilne elektroporacije v odvisnosti od trajanja pulzov.
Pragovne napetosti reverzibilne elektroporacije smo dolo¢ili pri vlakih pulzov dolzine
20 ps, 100 ps, 500 ps in 1000 ps. Vlaki so vsebovali enega, $tiri, osem, Sestnajst ali
StiriinSestdeset pulzov. Vsaka tocka je izracunana iz ustrezne sigmoidne krivulje; ocenjen je
povpreéni odmik od izra¢unane vrednosti.

3.3 Prag ireverzibilne elektroporacije

Vpliv Stevila pravokotnih elektri¢nih pulzov in trajanja elektri¢nih pulzov na prag
ireverzibilne elektroporacije smo dolo¢ili z merjenjem prezivetja celic po
elektroporaciji. Napetost, pri kateri je v opazovani populaciji osalo Zivih le Se 50 %
celic, smo oznacili kot pragovno napetost ireverzibilne elektroporacije.

Dolocili smo pragovno napetost ireverzibilne elektroporacije pri enem pulzu in vlakih
Stirih, osmih, Sestnajstih in StiriinSestdesetih pulzov. Pulzi v vlaku so si sledili s
frekvenco 1 Hz. Trajanje posameznega pulza v vlaku je bilo 20 ps, 100 ps, 500 pus
oziroma 1000 us. Tudi pragovna napetost ireverzibilne elektroporacije upada z
vecanjem Stevila pulzov; plato doseze pri Sestnajstih pulzih; nadaljnje povecevanje
Stevila pulzov v vlaku ne prinese ve¢ njenega bistvenega znizanja (slika 3.5).

Tudi daljSanje trajanja pulzov v vlaku znizuje pragovno napetost ireverzibilne
elektroporacije (slika 3.6). 1z poteka krivulj lahko sklepamo, da bi z daljSimi pulzi v
vlakih lahko Se nekoliko znizali pragovno napetost ireverzibilne elektroporacije.
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Slika 3.5. Pragovna napetost ireverzibilne elektroporacije v odvisnosti od stevila pulzov
(zgoraj).

Slika 3.6. Pragovna napetost ireverzibilne elektroporacije v odvisnosti od trajanja pulzov
(spodayj).

Pragovne napetosti ireverzibilne elektroporacije smo dolocili pri enem pulzu in vlakih s
Stirimi, osmimi, $estnajstimi in Stiriin$estdesetimi pulzi. Predstavljene so vrednosti za pulze
dolzine 20 ps, 100 ps, 500 ps in 1000 ps. Vsaka tocka je izracunana iz ustrezne sigmoidne
krivulje; ocenjen je povpreéni odmik od izraCunane vrednosti.
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3.4 Sirina elektroporacijskega intervala

Sirino elektroporacijskega intervala smo definirali kot razliko med pragovno
napetostjo ireverzibilne elektroporacije in pragovno napetostjo reverzibilne
elektroporacije. Pogledali smo, kako je Sirina elektroporacijskega intervala odvisna od
Stevila pulzov v vlaku in njihovega trajanja. Sirino elektroporacijskega intervala smo
izraCunali iz vrednosti pragov ireverzibilne in reverzibilne elektroporacije, ki smo jih
dolo¢ili v prej$njih dveh podpoglavjih.

.....

protokolu upada prezivetje celic z napetostjo zelo pocasi, zato je pragovna napetost
ireverzibilne elektroporacije visoka (664 V), elektroporacijski interval pa Sirok.

Najozji je elektroporacijski interval pri StiriinSestdesetih pulzih dolzine 500 ps. Pri
tako izbranih parametrih sta pragovni napetosti ireverzibilne in reverzibilne
elektroporacije enaki (98 V) in Sirina elektroporacijskega intervala je 0 V. Pri ostalih
opazovanih kombinacijah elektri¢nih parametrov se Sirina poracijskega intervala
giblje med 110 V (1 pulz dolzine 500 us) in 6 V (16 pulzov dolzine 1000 ps).
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Slika 3.7. Sirina elektroporacijskega intervala v odvisnosti od $tevila pulzov. Dologili smo
jo pri enem pulzu in vlakih s Stirimi, osmimi, Sestnajstimi in StiriinSestdesetimi pulzi.
Predstavljene so vrednosti za pulze dolzine 20 us, 100 ps, 500 ps in 1000 ps. Vsaka tocka je
izraCunana na podlagi vsaj treh eksperimentov. Vsaka tocka je izraCunana iz dveh ustreznih
sigmoidnih krivulj; ocenjen je povprecni odmik od izracunane vrednosti.



Sirina elektroporacijskega intervala se zmanjsuje z ve¢anjem $tevila pulzov v vlaku
do Sestnajstih pulzov. Pri Sestnajstih pulzih je poracijski interval najozji pri vseh
opazovanih dolZinah pulzov, razen pri pulzih dolZine 500 ps. Pri pulzih dolZine 20 ps
znasa 28 V, pri 100 ps 8 V in pri 1000 us 6 V. Nadaljnje povecevanje Stevila pulzov
pa Sirine elektroporacijskega intervala bistveno ne spremeni (slika 3.7).

Sprememba dolzine pulzov v vlaku ne vpliva znatno na Sirino elektroporacijskega
intervala. Izjema je le en pulz dolZine 20 us. Pri enem samem relativno kratkem pulzu
kot je ta, se namreC prezivetje celice z viSanjem napetosti zmanjSuje zelo pocasi —
veliko pocasneje kot pri izpostavitvi celic daljSim pulzom oziroma vecjim Stevilom le
teh (slika 3.8).
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Slika 3.8. Sirina elektroporacijskega intervala v odvisnosti od trajanja pulzov. Dolo¢ili smo
jo pri vlakih pulzov dolzine 20 ps, 100 us, 500 ps in 1000 ps. Vlaki so vsebovali enega,
Stiri, osem, Sestnajst ali StiriinSestdeset pulzov. Vsaka tocka je izra¢unana iz dveh ustreznih
sigmoidnih krivulj; ocenjen je povprecni odmik od izracunane vrednosti.

3.5 Zive, uspedno permeabilizirane celice

Na podlagi rezultatov meritev fluorescence med elektropermeabilizacijo vneSenega
propidijevega jodida in meritev prezivetja celic po elektroporaciji, smo dolocili najvecji delez
zivih, uspesno permeabiliziranih celic in napetost, pri kateri ga dosezemo.

Napetost, pri kateri dosezemo najvecji delez uspesno permeabiliziranih celic je
odvisna tako od Stevila pulzov v vlaku kot tudi od trajanja pulzov v vlaku. Napetost



upada s Stevilom pulzov. Do Stevila osem je upadanje znatno, nadaljnje povecanje
Stevila pulzov v vlaku pa ne prinese bistvenega znizanja napetosti (slika 3.9).
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Slika 3.9. Napetost, pri kateri doseZemo najvecji delez zivih, uspe$no permeabiliziranih
celic v odvisnosti od stevila pulzov v vlaku. Napetosti smo dolo¢ili pri enem pulzu in vlakih
s Stirimi, osmimi, Sestnajstimi in StiriinSestdesetimi pulzi. Predstavljene so vrednosti za
pulze dolzine 20 ps, 100 ps, 500 pus in 1000 ps. Vsaka tocka je izracunana iz dveh ustreznih
sigmoidnih krivulj; ocenjen je povpre¢ni odmik od izracunane vrednosti.

Napetost, pri kateri dosezemo najvecji delez zivih uspesno permeabiliziranih celic
upada tudi v odvisnosti od trajanja pulzov v vlaku (slika 3.10). Do pulzov dolzine 500
s je upadanje napetosti znatno. PodaljSanje trajanja posameznega pulza v vlaku na 1
ms pa ne prinese ve¢ znatnega znizanja napetosti.

Najvecji delez uspesno permeabiliziranih celic je odvisen od uporabljenega Stevila
pulzov in trajanja le teh. Izmed vseh opazovanih kombinacij Stevila pulzov in
njihovega trajanja je bil najvecji delez zivih uspeSno permeabiliziranih celic najvecji
pri enem 1 ms dolgem pulzu (78 % vseh celic v populaciji). Najnizjo vrednost pa je
dosegel pri vlaku StiriinSestdesetih pulzov dolzine 500 ps, kjer je znasal le 27 % vseh
celic v populaciji. Zal iz nasih meritev ne moremo sklepati kaksna je odvisnost
najvecjega deleZa uspes$no permeabiliziranih celic od Stevila pulzov v vlaku oziroma
od trajanja le teh (sliki 3.11 in 3.12). Pri tem nas ovira tudi znatna napaka, s katero so
podatki obremenjeni. V ocenjenem povpre¢nem odmiku od izracunane vrednosti pri
vecini izracunanih toc¢k se namre¢ nahaja vecina preostalih izraCunanih tock. Glede na
natan¢nost naSih meritev in prileganje krivulj, je delez Zivih, uspesno
permeabiliziranih celic, v okviru vseh opazovanih protokolov priblizno enak.
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Slika 3.10. Napetost, pri kateri dosezemo najvecji delez zivih, uspesno permeabiliziranih
celic v odvisnosti od trajanja pulzov v vlaku. Napetosti smo dolo¢ili pri enem pulzu in
vlakih s §tirimi, osmimi, $estnajstimi in $tiriinSestdesetimi pulzi. Predstavljene so vrednosti
za pulze dolzine 20 us, 100 ps, 500 ps in 1000 us. Vsaka tocka je izraGunana iz dveh
ustreznih sigmoidnih krivulj; ocenjen je povpreéni odmik od izracunane vrednosti.
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Slika 3.11. Najvecji delez zivih, uspesno permeabiliziranih celic v odvisnosti od Stevila
pulzov v vlaku (zgoraj).

Slika 3.12. Najvecji delez zivih, uspe$no permeabiliziranih celic v odvisnosti od trajanja
pulzov v vlaku (spodaj).

Dolo¢ili smo ga pri enem pulzu in vlakih s Stirimi, osmimi, Sestnajstimi in StiriinSest-
desetimi pulzi. Predstavljene so vrednosti za pulze dolzine 20 ps, 100 us, 500 ps in 1000 ps.
Vsaka tocka je izraCunana na podlagi vsaj treh eksperimentov. Vsaka tocka je izracunana iz

dveh ustreznih sigmoidnih krivulj; ocenjen je povpre¢ni odmik od izra¢unane vrednosti.

120
—— 1pulz
—& - 4 pulzi
100 - A+ 8 pulzov
—¥ - 16 pulzov T
T —O— 64 pulzov
> 80 T
=
o
3
S 601
N
S
)
© 40
20 A
O T _ T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200

trajanje enega pulza (ps)



3.6 Kriterijske funkcije

Koncni cilj nasega dela je dolociti protokol elektroporacije, ki bo za zeljeno aplikacijo
dal optimalne rezultate. S tem namenom smo v mnozico opisanih parametrov, s
katerimi smo opisali elektroporacijo na celicah v pogojih in vitro vpeljali kriterijske
funkcije. Definirali smo jih tako, da smo z njimi opisali zahteve Zeljene aplikacije.

3.6.1 Elektrokemoterapija

Tretma celic, s katerim uspe$no vnasamo kemoterapevtike v tumorsko tkivo, mora
izpolnjevati sledece zahteve:

a. kemoterapevtik mora priti v notranjost ¢im vecjega Stevila celic,

b. ker je elektri¢no polje v tumorju in njegovi okolici nehomogeno [49], mora biti
razlika med pragoma ireverzibilne in reverzibilne elektroporacije celic kar se le da
velika,

c. uporabljene napetosti naj bodo iz varnostnega stalisca in stalisca izdelave
generatorjev visokonapetostnih pulzov ¢im nizje.

Zapisimo zgoraj navedene zahteve s parametri elektroporacije v pogojih in vitro, ki

smo jih definirali:

a. delez zivih uspesno permeabiliziranih celic (D) mora biti ¢im visji,

b. elektroporacijski interval (4U) naj bo ¢im Sirsi,

c. napetost, pri kateri doseZemo najvecji delez zivih, uspesno permeabiliziranih celic
(Unmax) naj bo ¢im nizja.

Najpreprostejsa kriterijska funkcija, ki izpolnjuje opisane tri zahteve je:

- 2

IS¢emo njen minimum. V tabeli 3.1 so navedene vrednosti kriterijske funkcije f* za en
pulz in vlake s Stirimi, osmimi, Sestnajstimi in StiriinSestdesetimi pulzi dolzine 20 ps,
100 ps, 500 us in 1000 us. Krepko je zapisana najmanjsa vrednost kriterijske funkcije
£=0,020. En pulz dolzine 20 us torej glede na zapisano kriterijsko funkcijo
predstavlja najbolj ugoden protokol elektroporacije.

Rezultat ni presenetljiv. Ker vse tri parametre U, D in AU upostevamo enakovredno, je za
rezultat odlocilna visoka vrednost AU =310 V pri pulzu dolzine 20 s, ki je vsaj trikrat vecja
od vrednosti AU pri ostalih opazovanih kombinacijah elektri¢nih parametrov.

Vendar pa moramo pri enem pulzu dolzine 20 ps celice tretirati z napetostjo 435 V! To je pri
dvakrat vecji napetosti, kot v primeru enega pulza dolzine 1000 ps, kjer je vrednost kriterijske
funkcije f nekoliko vecja (= 0,026) kot v minimumu.



20 ps 100 ps 500 ps 1000 ps
1 pulz 0,020 0,061 0,033 0,026
4 pulzi 0,053 0,041 0,064 0,038
8 pulzov 0,091 0,047 0,060 0,039
16 pulzov 0,228 0,775 0,048 0,515
64 pulzov 0,074 0,049 POL 0,070

Tabela 3.1. Vrednosti kriterijske funkcije fpri enem pulzu in vlakih s §tirimi, osmimi,
Sestnajstimi ter $tiriinSestdesetimi pulzi dolzine 20 ps, 100 ps, 500 us in 1000 ps. Krepko je
zapisana najmanjsa vrednost. Oznaka POL oznacuje pol funkcije f.

Da bi zmanjsali vpliv te vrednosti, smo novo kriterijsko funkcijo g definirali tako, da v njej
nastopa naravni logaritem elektroporacijskega intervala AU:

U
g=—m (1)
D In(AU)

V sledeci tabeli so zbrane vrednosti kriterijske funkcije g.

20 pus 100 ps 500 ps 1000 ps
1 pulz 1,10 116 0,78 0,58
4 pulzi 124 0,86 0,81 0,56
8 pulzov 1,39 0,80 0,72 0,45
16 pulzov 191 2,98 0,54 1,72
64 pulzov 0,99 0,73 AU=0 0,52

Tabela 3.2. Vrednosti kriterijske funkcije g pri enem pulzu in vlakih s Stirimi, osmimi,
Sestnajstimi ter $tiriinSestdesetimi pulzi dolzine 20 ps, 100 ps, 500 us in 1000 ps. Krepko je
zapisana najmanj$a vrednost.

Glede na kriterijsko funkcijo g je najboljsi protokol, ki ga tvori vlak osmih pulzov
dolZine 1000 ps. V tem primeru je celice potrebno tretirati z napetostjo 119 V,
elektroporacijski interval je Sirok 43 V, uspesno pa se permeabilizira 70 % celic v
opazovani populaciji.

Opisani kriterijski funkciji sicer dobro opisujeta zahteve za uspesno elektrokemoterapijo, toda
eksperimentalno, v pogojih in vivo, bi tezko kontrolirali vse tri parametre elektroporacije, ki
kriterijski funkciji dolo¢ajo. Zato zahteve nekoliko omilimo in definirajmo Se tretjo kriterijsko
funkcijo, ki bo zagotavljala ¢im nizji prag reverzibilne elektroporacije U, ter ¢im visji delez
zivih uspesno permeabiliziranih celic D:

U
k= D"‘) : (16)

V sledeci tabeli so zbrane vrednosti kriterijske funkcije £.



20 us 100 ps 500 us 1000 ps
1 pulz 5,11 429 3,04 2,05
4 pulzi 496 3,31 2,67 1,77
8 pulzov 5,26 2,88 2,35 147
16 pulzov 6,02 6,10 1,75 3,00
64 pulzov 3,47 2,53 3,63 1,24

Tabela 3.3. Vrednosti kriterijske funkcije k£ pri enem pulzu in vlakih s §tirimi, osmimi,
Sestnajstimi ter StiriinSestdesetimi pulzi dolzine 20 ps, 100 ps, 500 us in 1000 ps. Krepko je
zapisana najmanjsa vrednost.

Glede na kriterijsko funkcijo & je najboljsi tretma, ki ga tvori vlak StiriinSestdesetih
pulzov dolZine 1000 us. V tem primeru je celice potrebno tretirati z napetostjo 76 V,
elektroporacijski interval je Sirok 23,5 V, uspesno pa se permeabilizira 46 % celic v
opazovani populaciji.

3.6.2 Elektrotransfekcija

Nizka poracijska napetost je manj pomemben parameter. Najpomembnej$i parameter je Sirina
poracijskega intervala D.

Kriterijsko funkcijo zgradimo takole:

— ln(Umax ) (1 7)
D In(AU)
V sledeci tabeli so zbrane vrednosti kriterijske funkcije 4.

20 ps 100 us 500 ps 1000 us

1 pulz 0,0153 0,0212 0,0175 0,0148

4 pulzi 0,0217 0,0185 0,022 0,0186

8 pulzov 0,0273 0,0207 0,027 0,0181
16 pulzov 0,0392 0,0838 0,0205 0,0764
64 pulzov 0,0223 0,0200 AU=0 0,0298

Tabela 3.4. Vrednosti kriterijske funkcije £ pri enem pulzu in vlakih s Stirimi, osmimi,
Sestnajstimi ter $tiriinSestdesetimi pulzi dolzine 20 ps, 100 ps, 500 us in 1000 ps. Krepko je
zapisana najmanj$a vrednost.

Glede na kriterijsko funkcijo 4 in opazovane elektri¢ne parametre dosezemo
najucinkovitejSo elektrotransfekcijo z enim pulzom dolzine 1000 ps. V tem primeru je
celice potrebno tretirati z napetostjo 211 V, elektroporacijski interval je Sirok 104 V,
uspesno pa se permeabilizira 78 % celic v opazovani populaciji.



3.6.3 Roji v vzorcih vrednosti kriterijskih funkcij

S kriterijskimi funkcijami med opazovanimi elektri¢nimi parametri res lahko
dolo¢imo najucinkovitejSe. Toda vse parametre, iz katerih smo izracunali vrednosti
kriterijskih funkcij, smo razbrali iz krivulj, ki smo jih prilagodili eksperimentalnim
podatkom. Trditev, da so parametri, pri katerih izbrana kriterijska funkcija doseze
minimum, bistveno boljsi od parametrov, pri katerih se vrednosti kriterijske funkcije
od vrednosti v minimumu le malo razlikujejo, ni upravicena. Bolj upravic¢eno bi bilo
na podlagi vrednosti kriterijske funkcije izlociti tiste elektricne parametre, ki so glede
na izbrano aplikacijo bistveno manj ucinkoviti od ostalih. S tem namenom smo rojili
vrednosti posameznih kriterijskih funkcij. Kot mero razdalje med vzorci smo
uporabili Evklidovo razdaljo. Rojenje smo izvedli s hierarhi¢nim postopkom [72] in
ga ponazorili z dendogramom. Roje vzorcev vrednosti kriterijskih funkcij smo
dolo¢ili z rezom najdaljs$ih navpi¢nih ¢rt v dendogramu; torej tam, kjer je razlika med
podobnostjo, pri kateri se roji zdruzijo v nov roj in podobnostjo, pri kateri so nastali,
najvecja.

Kriterijska funkcija 7

Iz dendograma rojenja vrednosti kriterijske funkcije f razberemo, da je vrednosti
smiselno razdeliti v Stiri roje (slika 3.13). Vrednosti kriterijske funkcije f'pri vlakih 16
pulzov dolzin 20 ps, 1000 ps in 100 ps se bistveno razlikujejo med seboj in od
vrednosti kriterijske funkcije f pri ostalih opazovanih parametrih.

vrednost kriterijske funkcije f (1/%)
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Slika 3.13. Dendogram rojenja vrednosti kriterijske funkcije f (A) in ustrezni roji (B).
Vrednosti smo razdelili v $tiri roje; prvega tvori vlak 16 pulzov dolzine 100 us, drugega
vlak 16 pulzov dolzine 1000 ps, tretjega vlak 16 pulzov dolzine 20 ps in Cetrtega vsi ostali
opazovani parametri.

Kriterijska funkcija g

Iz dendograma rojenja vrednosti kriterijske funkcije g smo razbrali, da je vrednosti
smiselno razdeliti v tri roje (slika 3.14). Vrednost kriterijske funkcije g pri vlaku 16
pulzov, ki trajajo 100 ps, se bistveno razlikuje od vrednosti kriterijske funkcije fpri
ostalih opazovanih parametrih, zato tvori samostojen roj. Vrednosti kriterijske
funkcije g pri vlakih 16 pulzov dolzin 20 ps in 100 ps sta med seboj primerljivi, a
razli¢ni od vrednosti kriterijske funkcije g pri ostalih opazovanih parametrih. Tvorita
svoj roj. Tretji roj sestavljajo vrednosti kriterijske funkcije g pri vseh ostalih
opazovanih parametrih.
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Slika 3.14. Dendogram rojenja vrednosti kriterijske funkcije g (A) in ustrezni roji (B).
Vrednosti smo razdelili v tri roje; prvega tvori vlak 16 pulzov dolzine 100 ps, drugega vlaka
16 pulzov dolzine 1000 ps in dolzine 20 ps in tretjega vsi ostali opazovani parametri.

Kriterijska funkcija &

Vrednosti kriterijske funkcije £ razdelimo v §tiri roje (slika 3.15). Prvi roj tvorijo
vrednosti kriterijske funkcije & pri vlakih 16 pulzov dolzin 100 us in 20 ps, drugega
vrednosti kriterijske funkcije k£ pri enem pulzu dolzine 100 ps in 20 ps ter tretjega
vlaki §tirih oziroma osmih pulzov dolzine 20 ps. Vrednosti kriterijske funkcije & pri
nastetih protokolih se znatno razlikujejo od vrednosti kriterijske funkcije & pri ostalih
opazovanih parametrih, ki tvorijo Cetrti roj.
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Slika 3.15. Dendogram rojenja vrednosti kriterijske funkcije £ (A) in ustrezni roji (B).
Vrednosti smo razdelili v Stiri roje; prvega tvorita vlaka 16 pulzov dolzine 100 ps in 20 ps,
drugega vlaka 8 in 4 pulzov dolzine 20 ps ter en pulz dolzine 20 us, tretjega en pulz dolzine

100 ps in Cetrtega vsi ostali opazovani parametri.

Kriterijska funkcija A

Vrednosti kriterijske funkcije / je smiselno razdeliti v §tiri roje (slika 3.16). Vrednosti
kriterijske funkcije 4 pri vlakih 16 pulzov dolzin 100 ps, 1000 ps in 20 ps se bistveno
razlikujejo med seboj in od vrednosti kriterijske funkcije 4 pri ostalih opazovanih

parametrih.
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Slika 3.16. Dendogram rojenja vrednosti kriterijske funkcije # (A) in ustrezni roji (B).
Vrednosti smo razdelili v §tiri roje; prvega tvori vlak 16 pulzov dolzine 100 ps, drugega
vlak 16 pulzov dolzine 1000 s, tretjega vlak 16 pulzov dolzine 20 us in Cetrtega vsi ostali
opazovani parametri.



3.7 Frekvenca ponavljanja pulzov

Pragova reverzibilne in ireverzibilne poracije, Sirino elektroporacijskega intervala,
najvecji delez zivih uspeSno permeabiliziranih celic in vrednosti kriterijskih funkeij f

in g smo dolo¢ili tudi pri vlaku osmih pulzov dolzine 100 ps, kjer so si elektri¢ni pulzi
sledili s frekvenco 10 Hz. Vrednosti so zbrane v spodnji tabeli. Zaradi lazje
primerjave smo dodali v tabelo tudi vrednosti parametrov pri “standardu

elektrokemoterapije” osmih pulzih dolzine 100 ps, ki si sledijo s frekvenco 1 Hz.

Vrednost pri

Vrednost pri

parameter frekvenci frekvenci
1Hz 10 Hz
prag reverzibilne elektroporacije 173V 172V
prag ireverzibilne elektroporacije 246 V 280 V
Sirina elektroporacijskega intervala 73V 108 V
napetost pri najvec¢jem delezu zivih
uspesno permeabiliziranih celic 205V 2335V
najvecji delez zivih uspesno
permeabiliziranih celic 60 % 78 %
kriterijska funkcija f 0,047 1/% 0,028 1/%
kriterijska funkcija g 0,80 1/% 0,64 1/%
Kriterijska funkcija k 2,88 V/% 2,20 V/%
kriterijska funkcija A 0,0207 1/% 0,0149 1/%

Tabela 3.5. Vrednosti parametrov s katerimi smo vrednotili uspesnost elektroporacije v
pogojih in vitro za vlak osmih pulzov dolzine 100 pus, kjer so si elektri¢ni pulzi sledili s

frekvenco 10 Hz in vlak osmih pulzov dolzine 100 ps, kjer si elektri¢ni pulzi sledijo s
frekvenco 1 Hz.

Praga reverzibilne elektroporacije sta v obeh primerih enaka, prag ireverzibilne

elektroporacije pa je v primeru ponavljalne frekvence 10 Hz nekoliko visji. Zato je
Sir$i tudi elektroporacijski interval; napetost, pri kateri dosezemo najvecji delez

uspesno permeabiliziranih celic pa vi§ja. Po vrednostih kriterijskih funkcij 1, g, kin &

sodec, je visja frekvenca aplikacije elektricnih pulzov resda ugodnejsa, toda ker smo
opravili primerjavo le pri enem Stevilu pulzov z izbranim trajanjem, ugotovitve ne

smemo posplositi.
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3.8. Vpliv éasovnega razmika med pravokotnimi pulzi na porusitveno
napetost lipidnega dvosloja

Preucevali smo vpliv Casovnega zamika (pavze) med Sestnajstimi pravokotnimi pulzi
dolzine 100 us na porusitveno napetost lipidnega dvosloja. Pavzo med pulzi smo s
faktorjem 10 povecevali od 1 ps do 1000 ps. Pulz dolzine 1600 ps nam je predstavljal
vlak Sestnajstih pulzov z medsebojnim ¢asovnim zamikom 0 ps. Pulz dolzine 100 ps
pa vlak Sestnajstih pulzov, v katerem je pavza med pulzi neskon¢no dolga (slika 2.9 v
poglavju Materiali in metode).

V tabeli 3.6 so podane povprecne porusitvene napetosti s standardnimi deviacijami in
povprecne specifi¢ne kapacitivnosti lipidnih dvoslojev za vsako opazovano pavzo
med pulzi.

Specifi¢na
Pavzamed | Porusitvena kapacitivnost
pulzi v vlaku napetost lipidnega dvosloja

(us) (mV) (uF/cm®)

0 334 £21 0,54 £0,10

1 345t 16 0,55+0,12

10 377+ 16 0.52+0,10

100 402 +£24 0,52 +0,10

1000 420 £ 23 0,50 £ 0,05

inf 441 £ 23 0,60 + 0,11

Tabela 3.6. Povpreéne porusitvene napetosti lipidnih dvoslojev in njihove specificne
kapacitivnosti pri razli¢nih ¢asovnih zamikih med pulzi z ustreznimi standardnimi
deviacijami.

Specifi¢ne kapacitivnosti lipidnih dvoslojev v vseh Sestih skupinah so priblizno
enake. Povpreéna kapacitivnost vseh lipidnih dvoslojev je 0,54 + 0,09 puF/cm?.
Rezultati porusitvenih napetosti so bolj pregledni na sliki, ki prikazuje odvisnost
porusitvene napetosti lipidnega dvosloja od pavze med pulzi (slika 3.17). Med
povprecno porusitveno napetostjo lipidnih dvoslojev, ki so bili izpostavili enemu
1600 us trajajo¢emu pulzu (334 mV) in povprecno porusitveno napetostjo
lipidnih dvoslojev, ki so bili izpostavljeni vlaku Sestnajstih pulzov med katerimi
je bila pavza dolga le 1 ps (345 mV) ni bistvene razlike (p > 0,1). Povprecna
vrednost porusitvene napetosti lipidnih dvoslojev, ki so bili izpostavljeni vlaku
Sestnajstih pulzov s pavzo 10 us (377 mV), pa je znacilno razlicna od obeh pre;j
omenjenih (p < 0,05). Povprec¢na vrednost porusitvene napetosti lipidnih
dvoslojev, ki so bili izpostavljeni vlakom Sestnajstih pulzov s pavzami 10 pus, 100
ps in 1000 ps se z desetiSkim logaritmom ¢asa povecuje prakti¢no linearno. Med
porusitveno napetostjo lipidnih dvoslojev, ki so bili izpostavljeni Sestnajstim
pulzom s pavzo 1000 us (420 mV) in porusitveno napetostjo lipidnih dvoslojev,
ki so bili izpostavljeni le enemu pulzu dolzine 100 ps (441 mV) pa je razlika spet
manjsa (p > 0,1).
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Iz rezultatov lahko sklepamomo, da z vlakom pulzov z ustrezno frekvenco lahko
znizamo porusitveno napetost lipidnega dvosloja. V naSem primeru (16 pulzov
dolzine 100 ps) s frekvenco priblizno 10 kHz znizamo porusitveno napetost na
napetost, ki jo sicer za porusitev lipidnega dvosloja potrebuje en pulz dolzine
1600 ps.
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Slika 3.17. Porusitvena napetost lipidnega dvosloja v odvisnosti od pavze med pulzi.
Podane so povprecne vrednosti in njihove standardne deviacije. V vsaki tocki smo naredili
vsaj Sest meritev.

Zapisali smo tudi zaporedno Stevilko pulza, v katerem se je lipidni dvosloj porusil
(slika 3.18). Kadar je pavza med pulzi enaka 1 ps, je relativna frekvenca porusitve
enakomerno porazdeljena med pulzi. Z daljSanjem pavze med pulzi v vlaku pa
postane relativna frekvenca porusitve vecja v prvi polovici vlaka. Kadar je pavza med
pulzi enaka 1000 ps, se velika vecina lipidnih dvoslojev porusi v prvi polovici vlaka.

Na sliki 3. 19 so prikazane verjetnosti porusSitve lipidnega dvosloja (P*) v odvisnosti
od napetosti pri razlicnih pavzah med pulzi.
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Slika 3.18. Relativna frekvenca porusitve lipidnega dvosloja pri posameznih pulzih v vlaku
Sestnajstih pulzov. Kadar pavza med pulzi traja 1 ps, je relativna frekvenca porusitve
enakomerno porazdeljena med pulzi v vlaku. Kadar pa je pavza med pulzi 1000 ps, se

vecina lipidnih dvoslojev porusi v prvi polovici vlaka.
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razli¢nih pavzah med pulzi.



4. RAZPRAVA

Elektroporacija je v zadnjih letih postala ena izmed standardnih laboratorijskih metod.
Tudi njena uporaba v klinicnem okolju je v porastu. Toda elektri¢ni parametri, ki so
za doloceno aplikacijo najprimernejsi, Se vedno niso natan¢no doloceni. Temu botruje
nepoznavanje natanénega mehanizma elektroporacije, ki iskanje optimalnih
elektricnih parametrov za izbrano aplikacijo vec¢ ali manj omejuje na eksperimentalne
Studije. Najveckrat se optimizacija zozi na spreminjanje enega od elektri¢nih
parametrov, ve¢inoma napetosti, medtem ko ostali ostanejo konstantni [5].
Sistematic¢nih $tudij, ki bi med seboj povezovale vec¢ elektri¢nih parametrov pa je bore
malo. Zasledimo $tudije vpliva trajanja elektri¢nega pulza pri izbranem Stevilu
elektricnih pulzov, frekvenci in napetosti ter vpliva Stevila elektricnih pulzov pri
izbranem trajanju, frekvenci in napetosti na u¢inkovitost elektropermeabilizacije in
transfekcije [69, 81, 120]. Veliko manj pa je takih, v katerih je med seboj povezanih
vecje Stevilo elektriénih parametrov [79, 82]. Ena od takih povezav je elektricna
energija, ki jo med poskusom dovedemo celicam.

Kubiniec s sodelavci [44], Neumann [60] in Neumann s sodelavci [63] so opazovali
vpliv dolZine elektri¢nega pulza (bodisi eksponentno padajoc¢ega bodisi pravokotnega)
in napetosti na u¢inkovitost elektroporacije v in vitro pogojih. Ugotovili so, da je
ucinkovitost permeabilizacije [60] in transfekcije [44, 63] sorazmerna energiji
elektri¢nega pulza. Tudi Okino s sodelavci je s poskusi in vivo na podganah pokazal,
da je uspesSnost elektrokemoterapije proporcionalna elektri¢ni energiji [67]. UspeSna
elektrokemoterapija je bila dosezena z zelo raznolikimi elektricnimi parametri [47],
kar ponuja energijo tretmaja kot odlo€ujoco spremenljivko [38].

Ker so bili vsi omenjeni poskusi v pogojih in vitro izvedeni zgolj z enim elektricnim
pulzom, nas je zanimalo, kaksen je vpliv elektri¢ne energije, ki jo z vlakom
elektri¢nih pulzov dovedemo celi¢ni suspenziji, na prezivetje celic in permeabilizacijo
celic. Nasa Studija je pokazala, da je v okviru protokolov z enako med poskusom
dovedeno elektricno energijo, a razlicnimi preostalimi elektricnimi parametri (Stevilo
pulzov, trajanje pulza, frekvenca), delez zivih uspesno permeabiliziranih celic
razli¢en. Dokler celice izpostavljamo napetostim, ki Se ne povzrocijo ireverzibilne
elektroporacije, je uspesnost elektroporacije med protokoli z enako elektri¢no energijo
doloc¢ena s trajanjem pulzov v vlaku (slika 3.2).

Rezultate nase Studije sta potrdila Rols in Teissie [82]. Primerjala sta protokole v
katerih so bile celice elektricnim pulzom izpostavljene 50 ms na podroc¢ju od desetih 5
ms trajajocih pulzov, ki so si sledili s frekvenco 1 Hz, pa do pet tiso¢ 10 us trajajoc¢ih
pulzov, ki so si sledili s frekvenco 500 Hz. Uporabila sta enako testno molekulo —
propidijev jodid in uspesnost elektropermeabilizacije ravno tako spremljala s pretocno
citometrijo. Tudi njun zakljucek je, da je klju¢ni parameter uspesne
elektropermeabilizacije, pri tako izbranih protokolih, trajanje pulza v vlaku in ne
dovedena energija.

V literaturi nismo zasledili sistemati¢ne definicije parametrov, ki bi opisovali
elektroporacijo v pogojih in vitro. Uspesnost elektropermeabilizacije je obicajno
podana z delezem permeabiliziranih celic v opazovanem vzorcu [81, 82, 120],
uspesnost elektrotransformacije pa kot Stevilo transformiranih celic glede na gram
uporabljene DNA [122] ali kot Stevilo transformiranih celic v 1 ml [63]; seveda, ob
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kontroli celi¢nega prezivetja. Toda, da bi dolocili optimalne elektri¢ne parametre za
izbrano aplikacijo elektroporacije, to ni dovolj [60]. Zato smo na osnovi obsezne
Studije celi€nega prezivetja in elektropermeabilizacije celic s propidijevim jodidom
definirali pet parametrov, ki so namenjeni vrednotenju elektroporacije v pogojih in
vitro.

Za prag reverzibilne elektroporacije smo postavili zahtevo, da je permeabiliziranih
vsaj 50 % celic v opazovanem vzorcu. Podobno definicijo je postavil Neumann [60].
Elektri¢no poljsko jakost, pri kateri je permeabiliziranih 50% celic, je imenoval
povprecna vrednost elektricne poljske jakosti za permeabilizacijo izbranih celic z
izbrano testno molekulo. Ugotovili smo, da pragovna napetost reverzibilne
elektroporacije pri izbranem trajanju pulzov v vlaku upada s Stevilom pulzov do
vlaka, ki vsebuje osem pulzov. Z daljSimi vlaki pa ne dosezemo vec¢ znatnega
znizanja. V literaturi so odvisnost elektroporacije od Stevila pulzov v vlaku ve¢inoma
spremljali z uspeSnostjo permeabilizacije pri izbrani dolzini pulza in napetosti.
Uspesnost elektropermeabilizacije se pri izbrani napetosti in dolzini pulza povecuje s
Stevilom pulzov [81, 120]. Povecevanje je znatno do vlakov z desetimi pulzi, kar se
ujema z nasimi rezultati (glej Dodatek). S Studijo smo pokazali, da prag reverzibilne
elektroporacije pri izbranem Stevilu pulzov v vlaku upada s trajanjem pulzov v vlaku.
Krivulja, ki opisuje pragovno napetost reverzibilne elektroporacije v odvisnosti od
trajanja pulza, je pravzaprav nekaksna intenzivnostno ¢asovna krivulja izbranih celic
za izbrano testno molekulo. Podobno, kot je za sprozitev akcijskega potenciala pri
vzdraznih celicah potrebno membrano depolarizirati do pragovne vrednosti, je
potrebno tudi za nastanek pojava elektroporacije, spremeniti napetost na celicni
membrani do pragovne vrednosti. Odlicno ujemanje izmerjenih tock z vsoto dveh
eksponentno padajocih krivulj nakazuje opis pojava z dvokomponentnim modelom.
Razlago za tako obliko krivulje lahko poiS¢emo v razli¢nih ¢asovnih potekih
elektroporacije na obeh celi¢nih polih [37, 108]. Vzroki asimetri¢ne elektroporacije
zaenkrat niso povsem pojasnjeni. Ve€inoma prevladuje mnenje, da je vzrok v
asimetriji transmembranske napetosti na polih celice, ki je v elekricnem polju in v
strukturi celiéne membrane. Na polih celice so namre¢ nabite komponente v
membrani izpostavljene nasprotujo¢im si smerem elektricnega polja, zato so tudi
smeri in velikosti sil, ki delujejo na te komponente razli¢ne [37, 109]. Posledica sta
lahko tudi razli¢ni prevodnosti in kapacitivnosti celicne membrane na obeh polih, kar
pomeni razli¢ni ¢asovni konstanti dvokomponentnega modela.

Prag ireverzibilne elektroporacije smo definirali kot napetost, pri kateri ostane Zivih le
Se 50% celic v opazovanem vzorcu. Pragovna napetost ireverzibilne elektroporacije
pri izbranem trajanju pulza upada s Stevilom pulzov v vlaku. Upadanje do Stevila
Sestnajst je znatno; pri ve¢jem Stevilu pulzov pa se prag ireverzibilne elektroporacije
prakti¢no ne spremeni ve¢. V literaturi so tudi Studije prezivetja celic v odvisnosti od
elektri¢énih parametrov relativno skromne [5, 82]. Prezivetje celic pri izbranem
trajanju pulzov in izbrani napetosti upada s Stevilom pulzov v vlaku [82, 122], kar je
skladno z nasimi rezultati (Dodatek). Prezivetje celic pri izbranem Stevilu pulzov in
izbrani napetosti upada s trajanjem pulza; tudi v tem primeru se rezultati nasih
eksperimentov ujemajo z rezultati, ki so objavljeni v literaturi [82, 122]. Tudi
pragovna napetost ireverzibilne elektroporacije pri izbranem Stevilu pulzov v vlaku
upada v odvisnosti od trajanja posameznega pulza v vlaku. Podobne definicije v
literaturi nismo zasledili.
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Sirina elektroporacijskega intervala dolo¢a napetostno obmodje v katerem je
elektroporacija celic Se zadovoljiva; bodisi s stalis¢a elektropermeabilizacije celice,
bodisi s staliSca celi¢nega prezivetja. S Studijo smo pokazali, da trajanje pulza v vlaku
z izbranim Stevilom pulzov nima znatnega vpliva na Sirino elektroporacijskega
intervala; je pa Sirina elektroporacijskega intervala odvisna od Stevila pulzov v vlaku
pri izbranem trajanju pulza. Najmanjsa je pri vlakih Sestnajstih pulzov, saj se prav do
tega Stevila znizuje pragovna napetost ireverzibilne elektroporacije, pragovna napetost
reverzibilne elektroporacije pa se je prakti¢no nehala znizevati ze pri vlakih z osmimi
pulzi. Neumann [60] je definiral podoben parameter. Dolocil je krivulji, ki opisujeta
delez med elektricnim pulzom permeabiliziranih celic in delez celic, ki si po dolgem
¢asu ne opomore, v odvisnosti od jakosti elektri¢énega polja. Podrocje, kjer je razlika
med krivuljama vecja od ni¢, je oznacil kot optimalno podrocje elektricne poljske
jakosti.

Preostala dva parametra, ki smo ju definirali sta delez zivih, uspesno
permeabiliziranih celic in napetost, pri kateri tak delez dosezemo. Po nasSih rezultatih
sodec je delez zivih, uspesno permeabiliziranih celic najmanj natanc¢no doloc¢en
parameter, ker je zelo odvisen od napenjanja sigmoidne krivulje na izmerjene tocke.
Ti pa sta prav v okolici obeh "kolen” obremenjeni z najvecjimi napakami (glej
Dodatek).

Kriterijske funkcije smo definirali z namenom, da bi za Zeljeno aplikacijo
elektroporacije dolocili elektri¢ne parametre, ki naj bi dali optimalen rezultat. Ker
smo vse parametre elektroporacije (razen pragu ireverzibilne elektroporacije)
definirali na podlagi permeabilizacije celic DC3F s propidijevim jodidom v
poracijskem mediju z izbrano prevodnostjo, imajo vrednosti teh parametrov zelo
omejeno vlogo. Ce smo natanéni; vrednosti veljajo le za celice DC3F v enakem
poracijskem mediju in propidijev jodid kot testno molekulo. Vrednosti priblizno
veljajo za testne molekule s podobno molekulsko maso, zgradbo in nabojem. Gotovo
pa se vrednosti parametrov elektroporacije bistveno razlikujejo, ¢e kot testno
molekulo uporabimo DNK, ki se od propidijevega jodida ne razlikuje le po
molekulski masi in strukturi, temvec tudi po mehanizmu s katerim prehaja skozi
celicno membrano. S tega staliS§¢a smo kriterijske funkcije predstavili predvsem kot
enega od moznih pristopov k problemu optimizacije elektri¢nih parametrov pri
elektroporaciji. Podoben pristop v literaturi Se ni bil predstavljen.

Na osnovi rezultatov dobljenih s kriterijskimi funkcijami lahko zaklju€¢imo, da je
smiselna elektroporacija z vlaki, ki so krajsi ali enaki 8 pulzov. Trajanje pulzov v
vlaku pa naj bo ¢im daljse (1 ms).

Studija, ki smo jo naredili z uporabo osmih pulzov dolzine 100 us ter frekvencah 1 Hz
in 10 Hz nakazuje, da visja frekvenca pulzov v vlaku izboljsa uspesnost
elektroporacije. Vendar pa na osnovi primerjave dveh frekvenc pri enem naboru
prostalih elektri¢nih parametrov ne moremo trditi, da je visja frekvenca elektri¢nih
pulzov ugodnejSa. Zaradi neskladja med sliko in tekstom v ¢lanku Wolfa s sodelvci
[120] ne moremo sklepati kaks$ni so zakljucki njihove Studije uspesnosti
elektrotransfekcije pri izbranem Stevilu elektriénih pulzov, trajanju pulza in izbrani
napetosti v odvisnosti od frekvence pulzov.
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Generator visokonapetostnih elektri¢nih pulzov, ki smo ga uporabljali pri poskusih na
celicah v pogojih in vitro, lahko generira le zaporedne pulze v frekvenénem obmocju
do 10 Hz. Odlo¢ili smo se, da vpliv frekvence pulzov na poracijsko napetost
analiziramo na modelu celiéne membrane — planarnem lipidnem dvosloju. Studirali
smo vpliv frekvence Sestnajstih pulzov dolzine 100 ps na porusitveno napetost
lipidnega dvosloja. Sestnajst pulzov v vlaku smo izbrali zato, ker se porusitveni
napetosti enega pulza dolzine 100 ps (frekvenca pulzov je 0) in enega pulza dolzine
1600 us (frekvenca pulzov je neskon¢no velika) znatno razlikujeta. Pricakovali smo,
da bomo z zadovoljivo natan¢nostjo lahko izmerili tudi poruSitvene napetosti
lipidnega dvosloja vlakov z vmesnimi frekvencami.

Rezultati Studije so pokazali, da s frekvenco elektri¢nih pulzov 10kHz v vlaku

Sestnajstih pulzov dolzine 100 ps lahko znizamo porusitveno napetost lipidnega
dvosloja na porusitveno napetost, ki jo ima sicer en pulz dolzine 1600 ps.
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. SKLEP

S studijo protokolov z enako med poskusom dovedeno elektri¢no energijo, a
razli¢nimi preostalimi elektricnimi parametri, smo dokazali, da v podroc¢ju
napetost, ki Se ne vplivajo na prezivetje celic, deleza Zivih uspesno
permeabiliziranih celic ne dolo¢a dovedena elektri¢na energija.
Elektropermeabilizacija je uspesnej$a, kadar uporabimo daljSe pulze.

Dolo¢ili smo parametre, s katerimi lahko vrednotimo elektroporacijo v pogojih in
Vitro.

Dolocili smo kako so parametri elektroporacije odvisni od Stevila pulzov v vlaku
in od trajanja pulzov v vlaku pri frekvenci 1 Hz.

Z definicijami kriterijskih funkcij smo nakazali nov pristop k optimizaciji
elektri¢nih parametrov elektroporacije za izbrano aplikacijo.

S Studijo vpliva frekvence pulzov v vlaku na porusitveno napetost planarnega
lipidnega dvosloja smo poiskali frekvenco, s katero lahko u¢inkovito znizamo
njegovo porusitveno napetost.
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Zahteve po priznanju avtorstva za izvirnost prispevkov

Na osnovi dela, prikazanega v doktorski disertaciji, prosim za priznanje naslednjih
izvirnih prispevkov k razumevanju ozjega znanstvenega podrocja:

1. Vloga elektri¢ne energije pri elektroporaciji celic v in vitro pogojih

Pokazali smo, da skupna elektri¢na energija visokonaptostnih elektri¢nih pulzov ni
odlocujoc¢ dejavnik za uspesnost elektroporacije v in vitro pogojih. Dokler celice
izpostavljamo napetostim, ki Se ne povzrocijo ireverzibilne elektroporacije, doloca
uspesnost elektropermeabilizacije med protokoli z enako elektricno energijo trajanje
pulza. Elektropermeabilizacija je uspeSnejSa, kadar uporabimo daljse pulze.

2. Vpliv trajanja pravokotnih elektri¢nih pulzov in njihovega Stevila na
elektroporacijo v in vitro pogojih

Naredili smo obsezno eksperimentalno Studijo vpliva trajanja pravokotnih elektricnih
pulzov in njihovega Stevila na prezivetje celic ob elektroporaciji v in vitro pogojih ter
na uspesnost permeabilizacije s propidijevim jodidom.

3. Doloclitev parametrov vrednotenja elektroporacije v in vitro pogojih

Na osnovi eksperimentalne Studije smo definirali sledece parametre, ki opisujejo
uspesnost elektroporacije v in vitro pogojih: prag reverzibilne elektroporacije, prag
ireverzibilne elektroporacije, Sirino elektroporacijskega intervala, delez Zivih uspesno
permeabiliziranih celic in napetost, pri kateri ta delez doseZemo. Z definicijami
kriterijskih funkcij smo nakazali nov pristop k optimizaciji elektri¢nih parametrov
elektroporacije za izbrano aplikacijo.

4. Vpliv ¢asovnega razmika med pravokotnimi pulzi na poruSitveno napetost
lipidnega dvosloja

S Studijo vpliva frekvence pulzov v vlaku na porusitveno napetost planarnega

lipidnega dvosloja smo poiskali frekvenco, s katero lahko u¢inkovito znizamo
njegovo porusitveno napetost.
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Dodatek

V dodatku smo zbrali rezultate meritev deleza prezivelih celic ob elektroporaciji in
deleza fluorescentnih celic ob elektropermeabilizaciji s propidijevim jodidom v
odvisnosti od napetosti. Meritve smo opravili pri enem pulzu in vlakih $tirih, osmih,
Sestnajstih in StiriinSestdesetih pulzov. Pulzi v vlaku so si sledili s frekvenco 1 Hz.
Trajanje posameznega pulza v vlaku je bilo 20 us, 100 us, 500 us oziroma 1000 ps.
Rezultatom smo prilagodili sigmoidne krivulje oblike:

a
y=y0+—m7

l+e °?

Parametri a, b, x0 in y0 posamezne sigmoide so zapisani ob krivulji.
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1 pulz dolzine 0,02 ms
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4 pulzi dolzine 0,02 ms

a 100.0000
b 541711
X0 392.2917
y0 0.0000

4 pulzi dolZine 0,1 ms

a 100.0000
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16 pulzov dolzine 0,02 ms

16 pulzov dolzine 0,1 ms

16 pulzov dolzine 0,5 ms

16 pulzov dolzine 1 ms
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64 pulzov dolzine 0,02 ms
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64 pulzov dolZine 0,02 ms

64 pulzov dolZine 0,1 ms

64 pulzov dolZine 0,5 ms

64 pulzov dolZine 1 ms
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Izjava

Izjavljam, da sem avtorica te disertacije, ki je nastala kot plod raziskovalnega dela pod
mentorstvom izr. prof. Damijana Miklav¢ic¢a in somentorja izr. prof. Gregorja Serse.
Izkazano pomo¢ drugih sodelavcev sem v celoti navedla v Zahvali. Ze objavljeni
dosezki drugih avtorjev so navedeni v Literaturi.

Alenka Macek Lebar
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