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Ucinki visokonapetostnih nanosekundnih
elektricnih pulzov na celice in tkiva

The Effects of High-Voltage Nanosecond Electrical Pulses
on Cells and Tissues
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Visokonapetostne nanosekundne elektri¢ne pulze (dolZine do nekaj sto nanosekund, in elek-
tricno poljsko jakostjo ve¢ deset kV/cm) proizvedemo z Blumleinovim generatorjem. Tak$ni
elektri¢ni pulzi lahko povzrocijo, da se pojavi napetost na notranjih membranah celic, kar
vodi v pojav por v membranah organelov. U¢inki teh pulzov so lahko vedji na notranjih mem-
branah kot na plazemski membrani celice. V celicah sproZijo razlicne odgovore: nastajanje
por v membranah granul v ¢loveskih eozinofilnih levkocitih, spros¢anje kalcijevih ionov iz
notranjih zalog celice (endoplazmatskega retikuluma), prehod fosfatidilserina na zunanjo stran
plazemske membrane, spro$¢anje citokroma c iz mitohondrijev, poskodbe DNA, lahko pa pov-
zrocijo tudi programirano celi¢no smrt — apoptozo. Ker nanosekundni elektri¢ni pulzi tudi
ex vivo ter in vivo povzrocajo apoptozo celic v tumorjih, so predmet predklini¢nih raziskav
zdravljenja koZnih tumorjev. Klasi¢na elektroporacija, v kateri uporabljamo daljse pulze z niz-
jo napetostjo (nekaj sto mikrosekund, z elektri¢no poljsko jakostjo vec sto V/cm), je pri genski
transfekciji uéinkovitejda v kombinaciji z nanosekundnimi pulzi. Ceprav so $ele v zgodnji fazi
tehnoloskega razvoja in raziskav, bi lahko visokonapetostni nanosekundni elektri¢ni pulzi posta-
li u¢inkovito orodje v rokah biomedicine in biotehnologije: za znotrajceli¢cno manipulacijo
in §tudij celi¢nih funkcij, preucevanje procesov apoptoze, zdravljenje raka, gensko transfek-
cijo, celjenje ran in razkuZevanje.
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High-voltage, nanosecond electric pulses (of a few to a hundred nanoseconds duration and
electric field strength of a few ten kV/cm) are generated by a Blumlein generator. Such pulses
induce sufficiently high voltage across intracellular membranes to cause pore formation in
them. The effects of these pulses on cell organelles exceed those on the plasma membrane.
High-voltage nanosecond pulses affect cells in various ways: by porating intracellular granu-
les in human eosinophils, releasing calcium from intracellular stores (endoplasmic reticulum),
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externalizing phosphatidylserine, releasing cytochrome c from the mitochondria into the cyto-
plasm, damaging DNA, and sometimes even leading to programmed cell death, called apoptosis.
Because nanosecond pulses trigger apoptosis of tumor cells both ex vivo and in vivo, they are
investigated as a promising new therapy for skin tumors. Classical electroporation using lon-
ger pulses (micro to milliseconds) with lower electric field (a few hundred V/cm) is more
efficient in gene transfection when combined with high-voltage, nanosecond electric pulses.
Nanosecond high-voltage pulses, although still in the phase of early development and research,
are becoming a promising new tool in biomedicine. They could be used for intracellular mani-
pulation and cell function research, for studying the mechanisms of apoptosis, as well as for

cancer treatment, gene transfection, wound healing, and sterilization.

uvoD

Izpostavitev celic elektricnemu polju povzro-
¢inastanek por v plazemski membrani (1-4).
Tipi¢ni pulzi, ki se uporabljajo za elektropo-
racijo, so dolgi med nekaj deset milisekund
(z elektri¢no poljsko jakostjo ve¢ 100 V/cm)
in nekaj mikrosekund (z ve¢ kV/cm). Klasic-
na elektroporacija se danes Ze uporablja v kli-
ni¢ni medicini, pri vnosu kemoterapevtikov
v tumorske celice (elektrokemoterapija) (5-7)
in genski transfekciji (genska elektrotransfek-
cija) (8-10).

Skupina Karla H. Schoenbacha z univer-
ze Old Dominion (Norfolk, ZDA) pa je zace-
la razvijati generatorje visokonapetostnih
pulzov (z moZnostjo generiranja pulzov z elek-
tri¢no poljsko jakostjo ve¢ deset kV/cm) v na-
nosekundnem obmocdju za uporabo v biome-
dicini, kar sproza val novih raziskav uc¢inkov
nanosekundnih elektri¢nih pulzov na biolos-
ke sisteme (11).

Prve ucinke nanosekundnih elektri¢nih
pulzov na celice v kulturi je Schoenbach s so-
delavci opazoval leta 2001 (11). Kot model je
uporabil loveske eozinofilne levkocite, ki vse-
bujejo velike granule, obdane z membrano.
Celice je napolnil s fluorescen¢nim barvilom
fluoresceinom, ki v granule ni prehajalo. Ko
je suspenziji celic dovedel 3-5 60-ns pulzov
jakosti do 5,3MV/m (53 kV/cm), je membrana
granul »pocilas, iz njih so se sprostili pozitivno
nabiti proteini, ki veZejo nase prosti kalcein,
in moc¢no obarvali mesta granul, medtem ko
je celi¢cna membrana (plazmalema) ostala bolj
ali manj neposkodovana (celice so po pulzu
ostale obarvane zeleno) (11).

Ta Studija je tako prvi¢ pokazala, da lahko
z nanosekundnimi elektri¢nimi pulzi »naluk-
njamo« dolocene organele celice brez zaznav-
ne poskodbe plazemske membrane. Se veg,
predvidel in odprl je tudi nove moZnosti upo-
rabe v prihodnosti, kot so npr. selektivno spre-
minjanje celi¢nih funkcij, lazje dovajanje
genov in zdravil v celice, mitohondrije in jedro,
ali odstranjevanje tumorskih celic s sproza-
njem apoptoze.

LASTNOSTI
VISOKONAPETOSTNIH
NANOSEKUNDNIH
ELEKTRICNIH PULZOV

Celico lahko opiSemo tudi kot prevodno telo
(citoplazma), ki je obdano z dielektri¢no
plastjo — izolatorjem (celi¢na ali plazemska
membrana). Podobno lahko opiSemo tudi
organele v celici (slika 1).

CELICA plazemska membrana

citoplazma

membrana
organela

CELICNI
ORGANEL

Slika 1. Poenostavliena shema celice.
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Slika 2. Casovni potek napetosti na membranah ob dovajanju elektrichega pulza. Tanka cita: napetost na plazemski membrani. Debela
(rta: napetost na membrani organelo. A: Primer, ko napetost na membrani organela ne preseZe napetosti na plazemski membrani.
B: Primer, ko napetost na membrani organela preseZe napetost na plazmalemi. Slii st rezultat teoreticnih predvidevanj Kotika in Miklav-

{ca (13).

Ce celico izpostavimo elektri¢nemu polju,
kar storimo tako, da na elektrodi, med kate-
rima se nahaja celica, dovedemo elektri¢ni
pulz, se celi¢na membrana polarizira in vzpo-
stavi se napetost prek membrane. Velikost
vsiljene napetosti je odvisna predvsem od veli-
kosti elektri¢nega polja in velikosti celice,
spreminja pa se tudi z lego na membrani in
sicer tako, da imata dela membrane, ki sta
najblizje elektrodam, tudi najvisjo vsiljeno
napetost. Pri zelo kratkih pulzih (krajsih od
nekaj mikrosekund) je velikost vsiljene nape-
tosti odvisna tudi od dolZine pulza, saj v tako
kratkem Casu $e ne doseZe svoje konc¢ne vred-
nosti (»platoja«). Dalj§i ko je pulz, vedja je
napetost na plazmalemi, vendar ne narasca
v neskonénost, doseZe »plato« (slika 2A, tan-
ka Crta). Visja kot je napetost dovedenega
pulza, bolj strmo nara$c¢a napetost na mem-
brani in s tem prav tako doseze visje vred-
nosti. Ce membranska napetost preseZe kri-
ti¢no vrednost (okoli 1V), v celi¢ni membrani
nastanejo spremembe, ki imajo za posledico
poveano prepustnost membrane — pojav
imenujemo elektroporacija ali elektroper-
meabilizacija. Lahko je povratna (pore se po
dolocenem Casu zaprejo) ali nepovratna (ce-
lica na koncu propade). Ko pulz prekinemo,
tudi napetost na membrani hitro upade (1-4).

Na membranah organelov je vsiljena nape-
tost (podobno kot na plazemski membrani)
porazdeljena tako, da je najvisja na delih
membrane, ki sta najbliZje elektrodama. Sprva
nara$c¢a podobno kot na plazemski mem-
brani (slika 2A, debela ¢rta), vendar zaradi

polarizacije v notranjosti celice, ki lokalno
izni¢i zunanje polje, Ze v nekaj sto ns pri¢ne
spet padati, medtem ko napetost na plazem-
ski membrani $e vedno narasca, saj je polje
okoli celice $e vedno prisotno (slika 2A, tan-
ka ¢rta). V tem zacetnem casu narasCanja
napetosti na membrani organela torej lahko
z dovolj visokim pulzom povzro¢imo tudi
napetost, ki preseze kriticno vrednost, s tem
pa pride do povecanja prepustnosti mem-
brane organelov (2, 12, 13). Ce so elektricne
lastnosti plazemske in organelne membrane
podobne, prav tako pa se citoplazma in notra-
njost organela ne razlikujeta prevec, casovni
potek napetosti na organelni membrani vse-
lej nekoliko zaostaja za tistim na plazemski
(slika 2A).

Teoreti¢ni izracuni kazejo, da lahko pri
dolocenih pogojih, ko se membrane ali raz-
topine, ki jih obdajajo, dovolj razlikujejo med
seboj, napetost na membrani organela v za-
Cetnem Casu (do nekaj 100 ns) tudi preseze
napetost na membrani plazmaleme (sli-
ka 2B) (13). Za to mora biti izpolnjen eden od
naslednjih dveh pogojev: 1. notranjost orga-
nela je bolj prevodna kot citosol ali 2. mem-
brana organela ima manjso dielektri¢nost kot
plazmalema.

Ce torej privzamemo, da je pragovna
napetost, pri kateri pride do poracije, pri pla-
zemski in organelnih membranah enaka,
mora biti za poracijo organelov, pri kateri
zunanja membrana ni porirana, izpolnjen
eden od nastetih dveh pogojev. Dodaten vzrok
za selektivno poracijo notranjih membran pa
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bi lahko bili $e trije faktorji: 1. mirovni mem-
branski potencial (na mitohondrijski mem-
brani je visji kot na plazemski), 2. ukrivljenost
membran (teorija pravi, da vecja kot je
ukrivljenost membrane, niZja napetost spro-
Zinastanek por) in 3. odprtje napetostno odvi-
snih kanalckov (ti prispevajo k povecanju
prepustnosti ob delovanju zunanjega elektric-
nega polja) (13, 14).

Kljub zelo visokim napetostim je zaradi
izjemno kratkega cCasa delovanja energija,
ki jo dovedemo celicam pri nanosekundnih
pulzih, zelo majhna, tako da so toplotni u¢in-
ki zanemarljivo majhni in ne morejo vplivati
na potek nastajanja por (15).

Od parametrov elektricnega pulza (nape-
tosti, trajanja pulza, Stevila ponovitev pulzov)
je odvisen ucinek na celice. Ce so vrednosti
teh parametrov visoke (npr. 200 pulzov, 20ns,
35kV/cm (16)), je povecano delovanje na pla-
zemsko membrano (kot pri klasi¢ni elek-
troporaciji) (17-19), kar lahko vodi v nekrozo
celic (16, 20). Ce zmanj$ujemo Cas trajanja in
Stevilo pulzov, se zmanjsuje njihov vpliv na
plazemsko membrano in povecuje vpliv na
notranje membrane, posledica Cesar je apop-
totska smrt celice (21, 22). Pri Sibkejsih nano-
sekundnih pulzih (oziroma krajsih ali
z manj$im $tevilom ponovitev), kjer celice Se
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prezivijo, pa lahko opazimo povratno spros-
Canje kalcijevih ionov iz notranjih zalog (iz
endoplazmatskega retikuluma) (23, 24).

Z uporabo nanosekundnih pulzov lahko
tudi izboljsamo gensko elektrotransfekcijo
(25-27), u¢inkujejo pa tudi na bakterije, zato
bi lahko sluzili tudi za sterilizacijo (15, 28, 29).
Raziskovanje nanosekundnih pulzov je Sele
na zacetku, zato bo potrebno zgoraj navedene
ugotovitve $e dodatno potrditi in podrobne-
je raziskati.

VRSTE GENERATORJEV
VISOKONAPETOSTNIH
NANOSEKUNDNIH
ELEKTRICNIH PULZOV

Elektri¢ne pulze za elektropermeabilizacijo
celi¢nih organelov lahko proizvedemo z Blum-
leinovim generatorjem (slika 3), ki je poime-
novan po izumitelju Alanu Dowerju Blumleinu.
Prvotno je bil Blumleinov generator name-
njen proizvajanju kratkih visokonapetostnih
elektri¢nih pulzov v radarskih sistemih, kasne-
je pa se je izkazalo, da je uporaben tudi na
drugih podrogjih. Blumleinovi generatorji, ki
se danes uporabljajo v biomedicini, so nace-
loma zelo podobni prvotnemu, ki ga je Blum-

I

. . A
T T, - i
. Jﬂfﬁﬂf:ﬁ " :
5 T ", _:' e = t—"ﬂ-:'

Slika 3. 34: Konceptualna shema Blumleinovega generatorja. Z njim proizvedemo kratke visokonapetostne pulze na bremenu R, To
naredimo tako, da najprej z napetostnim virom V preko upora R napolnimo valovodni finji T, in T,. Dolzina pulza je odvisna od dolzine
valovodnih linij, saj delovanje Blumleinovega generatorja temeli na defstvu, da elekfricni signali po valovodni liniji potujejo s koncno,
to je svetlobno hitrostio (okoli 20 cm,/ns). Ko sklenemo stikalo S, potuje elektricni val po valovodni finiii T, do bremena R,, jer se
zarad] razlik v impedanci polovica odbije nazaj po T, in sicer negativio, polovica pa potuje naprej po T, S tem se na bremenu ustvari
pulz amplitude V. Ko valova prideta do konca svojih poti, se odbijeta nazaj in ko se na bremenu spet sreata, se iznicita in pulza je
konec. DolZina valovoda torej doloca dolZino pulza. Za 10ns pulz uporabimo valovod dolzine 2m. (35) 3B: Slika fipicnega visoko-
napetostnega nanosekundnega elektricnega pulza. DolZina pulza: 65 ns, napetost: 470V (pri 100 ym razdalji med elektrodami je

elekiricno poliska jakost 47 kV,/tm).
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lein izdelal okoli leta 1940 (Blumlein A.D.,
Patentna prijava: GB589127). Vendar je nji-
hova uporaba v biomedicini veliko bolj zaple-
tena kot na tehniskih podrodjih. Razlog za to
je predvsem slabo definirana in spreminja-
joca se impedanca biologkih tkiv, saj Blumlei-
nov generator zahteva konstantno in dobro
definirano breme (to breme je v nasem pri-
meru suspenzija celic ali tkivo). Trenutno je
razvoj Blumleinovih generatorjev za biome-
dicino v zacetni fazi in je dostopen le redkim
laboratorijem na tem raziskovalnem podroc-
ju, vendar lahko ob pozitivnih rezultatih Stu-
dij elektropermeabilizacije celi¢nih organelov
v prihodnosti pri¢akujemo tudi komercialno
dostopne Blumleinove generatorje za upora-
bo v biomedicini (30-34).

V biomedicini se trenutno uporabljata
dve razli¢ici Blumleinovega generatorja, ki sta
si razli¢ni tako po namenu uporabe kot po
vgrajenih elektronskih komponentah. Prva
razli¢ica Blumleinovega generatorja se upo-
rablja za elektropermeabilizacijo in analizo
vecjih volumnov celi¢ne suspenzije, nekako
do 1ml. Elektrode so pri tej razlicici razmak-
njene do enega cm, z generatorjem pa proi-
zvedemo elektricne pulze do 100kV z razelek-
tritveno reZo (ang. spark gap). Te so lahko prire-
jene tudi za aplikacijo nanosekundnih pulzov

v tumorje in vivo ter ex vivo (21, 22). Druga raz-
li¢ica Blumleinovega generatorja se uporab-
lja za opazovanje ucinkov nanosekundnih
visokonapetostnih elektri¢nih pulzov na bio-
loske sisteme pod mikroskopom. Pri tej raz-
licici uporabljamo elektrode na razdalji okoli
100 um, z generatorjem pa generiramo elek-
tri¢ne pulze do 1kV s hitrimi polprevodnis-
kimi stikali (MOSFET) (11, 30, 33).

UCINKI VISOKONAPETOSTNIH
NANOSEKUNDNIH PULZOV
NA CELICE IN TKIVA

Uéinki na celiéno membrano

Schoenbachova skupina je prva ugotovila in
pokazala, da visokonapetostni nanosekundni
pulzi vplivajo predvsem na notranje mem-
brane, ki obdajajo celi¢ne organele, na celi¢-
no membrano, ki predstavlja pregrado med
celico in njenim okoljem, pa naj ne bi imeli
vpliva (11, 23, 34, 36). Fluorescenc¢na barvila,
ki so jih uporabili za ugotavljanje poracije
(fluorescein, etidijev homodimer 1 in propi-
dijev jodid), niso prehajala prek plazmale-
me (11, 21, 23, 27, 37).

Kasneje so raziskovalci ugotovili, da se pri
nanosekundnih pulzih z vi§jo jakostjo spreme-

Slika 4. Visokonapetostni nanosekundni pulzi povzrocijo povecanje prepustnosti plazemske membrane celic B16H1 za propidijev jodid.

1A-1C: fazno kontrastna mikroskopija, 24-2C: fluoscencna mikroskopija propidijevega jodida. A: kontrola. B: Celice T minuto po dovedenih
25 elektricnih pulzih (60ns, 47 kV,/cm, frekvenca med pulzi 1Hz). C: Celice 5 minut po dovedenih 25 elektricnih pulzih (60ns, 47 kV,/cm,
frekvenca med pulzi 1 Hz). Plazemska membrana prepusca propidiev jodid.
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ni tudi prekomembranska napetost na celi¢-
ni membrani in poveca njena prepustnost (18,
20, 38, 39). Barvila, ki se uporabljajo za ugo-
tavljanje viabilnosti celice ali celovitosti
celicne membrane (modrilo tripan, propidi-
jevjodid, YO-PRO-1 in etidijev homodimer),
v dolo¢enem Casovnem intervalu po izposta-
vitvi celic nanosekundnim pulzom dovolj
visoke napetosti prehajajo v celico (slika 4).
Visja ko je napetost, dalji ko je pulz in vec-
je ko je stevilo dovedenih pulzov, vedje so
spremembe na plazemski membrani (22, 25,
27, 34, 40).

Predvideli so, da naj bi nanosekundni
pulzi povzrocali nastanek neselektivnih, »hi-
drofilnih« nanopor (nanometrskega premera)
na plazemski membrani, ki naj bi se po dolo-
Cenem Casu zaprle (17-20, 38, 40, 42). Ce so
bile nanopore dovolj velike, so barvila preha-
jala prek plazemske membrane, sicer pa ne.
Ker je pojav nanopor prehodnega znacaja,
vnos teh barvil v celice ne pomeni nujno smrt
celice, zato barvil v tem ¢asu ne moremo jema-
ti kot pokazatelje viabilnosti celic. Vnos barvil,
ki nastopi daljsi ¢as po koncu nanosekundnih
pulzov pa je Ze pojav in vitro sekundarne
nekroze (37, 43).

Apoptoza in vitro

Pri vi§jih organizmih poznamo dva nacina
celi¢ne smrti: nekrozo in apoptozo. Nekroza
je posledica hipne poskodbe plazemske mem-
brane ali izgube energije, ki nastopita med
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hipoksijo, ishemijo, velikimi temperaturnimi
spremembami ali delovanjem $tevilnih tok-
sinov. Med nekrozo sestavine celice uhajajo
iz nje in sproZijo vnetni odgovor v tkivu. Apop-
toza (pravimo ji tudi programirana celi¢na
smrt) pa je nadzorovano unic¢enje dolo¢enih
celic brez vnetnega odgovora. Apoptoza je
normalen fizioloski proces med embrional-
nim razvojem pri oblikovanju tkiv in organov
ter pri vzdrZevanju tkivne homeostaze v odra-
slih organizmih. Do apoptoze lahko pride tudi
zaradi razli¢nih drazljajev — hormonov, cito-
statikov, ionizirajo¢ega sevanja in nekaterih
toksi¢nih snovi (44, 46).

Skréenje celice in mozna poskodba mito-
hondrijev ter jedra je Schoenbacha napeljala
na misel, da bi nanosekundni pulzi v celici
lahko sprozila apoptozo (11). V nekaj letih so
Stevilni avtorji potrdili njegovo domnevo in
dokazali apoptozo tako v in vitro kot ex vivo
ter in vivo.

Po dovajanju nanosekundnih elektri¢nih
pulzov se na razli¢nih celicah in vitro pokazejo
morfoloske spremembe, znacilne za apoptozo:
celice se skrcijo, citoplazma postane zrnata,
vidne so spremembe v obliki jedra (11, 34, 40).
Padec viabilnosti (nepovratno poskodbo pla-
zemske membrane) se pojavi z zamikom, kar
lahko razlozimo s sekundarno nekrozo (21-23,
27, 37). Pri tem se aktivirajo kaspaze — pro-
teaze, ki izvr$ujejo apoptozo (21, 22, 27, 47)
(slika 5).

Slika 5. Visokonapetostni nanosekundni pulzi sproZajo apoptozo v limfocitni celichi liniji Jurkat T. Celice so pobarvane s FITC-VAD-fmk,
ki obarva kaspaze v apoptotskih celicah zeleno. A: Kontrolne celice, B: 1 uro po dovajanju 50 nanosekundnih pulzov (20 ns, 20kV.,/cm),
C: 3 ure po dovajanju 50 nanosekundnih pulzov (20 s, 20kV/cm). Celice so bile med poskusom vzdrZevane v (0, inkubatorju na 37 °C,
razen med dovajanjem pulza, ki je bilo izvedeno na sobni femperaturi.
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Pri apoptozi, sproZeni z nanosekundnimi
elektri¢nimi pulzi, naj bi pomembno vlogo
igrali mitohondriji, saj se citokrom c sprosti
iz mitohondrijev v citoplazmo (22, 40). Ni Se
jasno, ali je sproscanje citokroma c iz mito-
hondrijev posledica kaskade procesov apop-
toze ali pa so mitohondriji primarna tarca
delovanja nanosekundnih pulzov, ki »naluk-
njajo« njihovo dvojno ovojnico.

Prehod fosfatidilserina z notranjega na
zunanji sloj lipidnega dvosloja, ki tvori osno-
vo plazemske membrane, je tudi eden od zna-
kov apoptoze. Beebe je leta 2002 s sodelavci
dokazal, da pri celicah, izpostavljenih visoko-
napetostnim nanosekundnim elektri¢nim
pulzom, pride do taksnega premika fosfati-
dilserina (21). Vendar so kasneje ugotovili, da
zgodba s fosfatidilserinom ni tako preprosta.
Premik fosfatidilserina v zunanji sloj mem-
brane je pri dolo¢enih pulzih prehodne nara-
ve: verjetno je posledica neposrednega ucinka
elektri¢nega polja, ki naj bi v povzrocil pojav
nanopor v plazmalemi, preko obodov nano-
por pa naj bi se premaknil fosfatidilserin (24, 41,
47-49). Torej v tem primeru translokacija fos-
fatidilserina ne more biti kazalec apoptoze.

V celicah zaradi nanosekundnih elektric-
nih pulzov pride do sprememb v jedru: pos-
kodb DNA in kromosomskih aberacij (40,
50, 51) ter celo uhajanja DNA iz jedra (34),
pa tudi jedrnih kompleksov RNA in protei-
nov (52). V teh primerih naj bi bil uéinek
nanosekundnih pulzov na jedrne strukture
neposreden.

Potek apoptoze je odvisen od trajanja pul-
za: kratki pulzi sproZajo pocasnejsi potek
apoptoze kot daljsi pulzi z enako elektri¢no
energijo (43).

Mehanizma, s katerim nanosekundni pul-
zi sproZajo apoptozo, $e niso ugotovili. Spros-
Canje kalcijevih ionov Ca?* v citoplazmo (za-
radi spremembe prepustnosti membran orga-
apoptozo, vendar se kaspaze pri visokona-
petostnih nanosekundnih elektri¢nih pulzih
aktivirajo neodvisno od Ca®" (22). Druga moz-
nost je, da naj bi visokonapetostni nanose-
kundni elektri¢ni pulzi povzrocali spremembo
transmembranske napetosti na mitohondrijski
membrani, kar naj bi povzrocilo odprtje mito-
hondrijskih pornih kompleksov (MPTP) (14).
Tretja moZnost je poSkodba DNA: zadnji

rezultati kaZejo, da lahko ti pulzi poskoduje-
jo DNA in nekatere kriti¢ne proteine nepo-
sredno (43). Cetrta moznost paje, danaj bi
apoptozo sprozile spremembe na plazemski
membrani prek poti, podobne ekstrinzi¢ni
poti (ta sproZi apoptozo prek vezave ligandov
iz okolice celice na »receptorje smrti« v plaz-
malemi) (40). Natancen potek apoptoze in pri-
marno »tarCo«, prek katere jo nanosekundni
pulzi povzrocijo, bo torej potrebno $e dolo-
¢iti.

Apoptoza tumorjev ex vivo,

in vivo

Ugotovitev, da visokonapetostni nanosekund-
ni elektri¢ni pulzi sproZajo apoptozo in vitro,
je hitro napeljala na misel, da bi z novo meto-
do torej lahko prek apoptoze tumorskih celic
odstranjevali tumorje in vivo. To so poskusi-
li tako ex vivo na izrezanih misjih tumorjih kot
tudi in vivo na misih s fibrosarkomom. Izpo-
stavitev nanosekundnim pulzom in vivo je
povzrocila 60% zmanjSanje prostornine tumor-
jev (21). Pri ex vivo poskusih pa so v tumorjih
zasledili pojav apoptotskih jeder, v katerih je
DNA znacdilno razkosana, kar so dokazali z me-
todo TUNEL (angl. Terminal deoxynucleotidyl
Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling).
V tem primeru je fragmentacija DNA pred-
vsem posledica delovanja kaspaz v procesu
apoptoze (21, 22).

Nanosekundni pulzi so bili e ucinkovi-
tejsi pri misjih melanomih: enkratno dovaja-
nje stotih 300ns pulzov (20kV/cm) je pri-
peljalo do 90 % zmanj$anja tumorjev v dveh
tednih. Po dveh tednih regresije so tumorji
ponovno priceli rasti, zato so poskusili z vec-
kratnim dovajanjem pulzov: tri zaporedne dni
so tumorje izpostavljali stotim elektricnim
pulzom trajanja 300 ns, kar je vodilo v popol-
no izginotje tumorjev, ki se niso pojavili niti
po dveh mesecih. To je zelo vzpodbuden rezul-
tat, saj bi morda lahko z optimizacijo pogojev
dosegli popolno regresijo tumorjev tudi pri
bolnikih (53). Z nanosekundnimi pulzi so bili
uspesni tudi pri zdravljenju tumorjev na tre-
busni slinavki pri miih ter na enem prime-
ru humanega karcinoma bazalnih celic (16).
Zdravljenje tumorjev s pomocjo apoptoze bi
lahko omogocilo zdravljenje brez kemotera-
pevtikov in z omejenim vnetnim odgovorom
na mestu zdravljenja (43).
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Celiéni kalcij

Kalcijev ion Ca®* je v celici osnovni signal,
odgovoren za nadzor Stevilnih celi¢nih pro-
cesov: od kratkotrajnih, kot sta kréenje in
izloCanje, do daljnoseZnih, kot so uravnava-
nje prepisovanja genov, rasti, delitev in smrti
celice. ProZenje razli¢nih odgovorov v celici
omogoci natan¢na prostorska in c¢asovna
dinamika spro3canja Ca®* iz celi¢nih skladi§¢
in ponovnega ¢rpanja vanje (54).

Nanosekundni elektri¢ni pulzi, pri katerih
celice prezivijo, povzrocajo sprostitev kalci-
jevih ionov iz notranjih zalog celic - iz endo-
plazmatskega retikuluma (ER), ne pa tudi iz
mitohondrijev (23, 24, 47, 55, 56). V vedini
primerov ti pulzi ne sproZajo vnosa kalcijevih
ionov v celico prek plazemske membrane (24,
41, 46, 55). Mehanizem spro§¢anja Ca?* iz ER
z nanosekundnimi elektri¢nimi pulzi bi lah-
ko bil neposreden - z delovanjem na ER, lah-
ko pa posreden — v celici bi lahko sprozil
signalne poti transdukcije, podobne naravnim
ligandom, ki uporabljajo inozitol trifosfatno
(IP3) signalno pot in tako povzrocajo sprosti-
tev kalcijevih ionov iz ER (24, 25).

Pri doloc¢enih nanosekundnih pulzih pri-
de tudi do vstopa Ca®" prek plazemske mem-
brane od zunaj (56, 57). Razlog je morda v ka-
pacitativnem vnosu Ca?" v celico prek plazma-
leme, ki ga sproZi izpraznitev notranjih zalog
(27, 56).

Ekspresija genov pri genski
elektrotransfekciji

Klasi¢na elektroporacija plazemske membra-
ne z dalj$imi, milisekundnimi pulzi, pospesi
prenos DNA preko plazmaleme in tako omo-
goci lazji vstop te precej velike molekule
v notranjost celice (8-10). Pomembna je pri
nevektorskem prenosu DNA pri genski tera-
piji, saj omogoc¢i neposreden prenos genov
v celico brez uporabe virusnega vektorja,
ki se je v preteklosti velikokrat izkazala za
potencialno nevarno (58, 59).

Ce so Klasi¢ni elektroporaciji dodali e
nanosekundne pulze, se je izraZanje poroce-
valskega gena GFP (angl. Green Fluorescent
Protein) povecalo za 3,5-krat. Mehanizem
delovanja nanosekundnih elektri¢nih pul-
zov v tem primeru $e ni pojasnjen, lahko bi
bil posledica neposrednega povecanja pre-
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pustnosti jedrnega ovoja zaradi nastanka por,
vedjega vnosa DNA v celico, aktivacije tran-
skripcijskega sistema ali pa boljSe dostopnosti
DNA prepisovalnim encimom (25-27). Potreb-
no je tudi poudariti, da nanosekundni pulzi
sami niso omogo¢ili vinosa DNA (25, 27, 60).
Vsekakor je kombinacija dalj$ih in nanose-
kundnih pulzov obetavna in vredna raziskav
v razvijajoci se genski terapiji.

Nanosekundni elektriéni pulzi
in bakterije, sterilizacija

Z moznostjo sterilizacije vode s kratkimi elek-
tri¢nimi pulzi so se raziskovalci poigravali Ze
od 60. let prej$njega stoletja, vendar v praksi ni
zazivela, saj je poraba energije prevelika (28, 61,
62). Kasneje so odkrili, da je trend zmanjse-
vanja preZivetja bakterij pri nanosekundnih
pulzih z visoko intenziteto vedji kot pri dalj-
$ih pulzih. To pa pomeni, da bi se lahko ucin-
kovitost glede na porabo energije povecala in
bi morda metoda postala ekonomsko bolj zani-
miva (15, 28, 29). S kratkimi, nanosekundni-
mi elektri¢nimi pulzi bi lahko s paraliziranjem
in/ali uni¢enjem tudi precej u¢inkovito odstra-
njevali planktonske organizme iz cevi in hla-
dilnih sistemov elektrarn ter balastnih voda
ladijj (15).

Metoda pa, kot izgleda, ni primerna za
sterilizacijo v prehrambeni industriji, saj tudi
100.000-kratna ponovitev 150ns, 5 MV/m
pulzov ne uniéi bakterijskih spor. Tako tudi
ideja, da bi z nanosekundnimi elektri¢ni pul-
zi unicevali spore antraksa v postnih posilj-
kah, ni uresnicljiva (63).

ZAKLJUCEK

Ucinki elektri¢nih pulzov na celice in tkiva
so ze od poznih 50-ih let prej$njega stoletja
predmet $tevilnih raziskav v biomedicini in
biofiziki. Preucevanje nastanka por v plazem-
ski membrani ob izpostavitvi mili- in mikro-
sekundnim elektriénim pulzom z jakostjo
elektri¢nega polja od 100 do nekaj 1000 V/cm
je privedlo do uspesne uporabe elektropora-
cije v medicini in biotehnologiji (elektroke-
moterapija, elektrogenska transfekcija).

V zadnjem casu pa je razvoj tehnologije
omogocil uporabo mnogo krajsih, nanose-
kundnih pulzov z vi§jo elektri¢no poljsko
jakostjo (ve¢ 100 kV/cm), ki za razliko od kla-



MED RAZGL 2008; 47

si¢ne elektroporacije ucinkujejo tudi, ali pa
celo predvsem na notranje membrane celi-
ce. S tem bi lahko postali uc¢inkovito orodje
za manipulacijo v notranjosti celic. Zaradi
delovanja na membrane organelov bi nano-
sekundne pulze lahko uporabljali pri preu-
¢evanju njihovih struktur in funkcij. Pojav
reverzibilnih por nanometrskega premera
v plazemski membrani bi lahko izkoriscali tudi
za selektivni vnos manjsih molekul in ionov.

Ceprav je raziskovanje u¢inkov nanose-
kundnih visokonapetostnih elektri¢nih pulzov
na celice in tkiva $ele na zacetku (prvi objav-
Jjeni rezultati poskusov so iz leta 2001), pa se
Ze kazejo mozZnosti njihove uporabe tudi

v klini¢ni medicini: pri zdravljenju koZnih
tumorjev, genski elektrotransfekciji in celje-
nju ran (16, 43).
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