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Povzetek. Celi¢na smrt je kljuna za uspes$no ireverzibilno elektroporacijo — metodo zdravljenja, ki se uporablja
za uniCenje rakavega tkiva ali/in uni¢enje nefunkcionalnega srénega tkiva. Celi¢na smrt pri elektroporaciji se ne

zgodi zgolj med aplikacijo in tik po aplikaciji elektri¢nih pulzov, temve¢ poteka ved ur ali celo dni, zato pravimo,
da je celi¢na smrt pri elektroporaciji dinami¢na. To dinamiko lahko opazujemo s spremljanjem prepustnosti
membrane tako zivih kot mrtvih celic — torej razli¢nih populacij celic. Populacije ter njihovo dinamiko prepustnosti
celiéne membrane smo zeleli opisati tudi z matemati¢nim modelom, kar pa s trenutno obstoje¢imi modeli ni
mogode, zato smo pripravili nov matemati¢ni model, ki temelji na eksperimentalnih podatkih, pridobljenih na
pretoénem citometru. Predlagani model je dobra osnova za model dinami¢ne smrti pri elektroporaciji, vendar bo

potrebnih Se nekaj izboljSav za popolno sliko o celi¢ni smrti pri elektroporaciji.

Kljuéne besede: ireverzibilna elektroporacija, dinamika celi¢ne smrti, populacije celic, model

A mathematical model of cell death dynamics due to
electroporation

Cell death is the key to the success of irreversible
electroporation, a treatment method that can kill cancerous
tissue or destroy dysfunctional heart tissue. Cell death during
electroporation is not an all-or-nothing response, but takes place
over several hours or even days, which is why it is referred to
as dynamic cell death during electroporation. This dynamic is
also reflected in the changes in membrane permeability that can
be detected in both living and dead cells, i.e. in different cell
populations. We also wanted to describe the populations and
their membrane permeability dynamics using a mathematical
model. The mathematical model is based on population
dynamics and experimental data obtained with a flow cytometer
and provides a good basis for the description of cell death
dynamics during electroporation, but some improvements are
still needed to obtain a complete picture of cell death during
electroporation.

Keywords: irreversible electroporation, cell death dynamics,
cell populations, model

1 UvoD

Elektroporacija je biofizikalni pojav, pri katerem
prisotnost elektri¢nega polja povzroci vsiljeno napetost
na celicni membrani. Zaradi povecane napetosti na
celi¢ni membrani nastanejo V njej strukturne in kemijske
spremembe. Te vodijo v poveéano prepustnost celi¢ne
membrane, kar omogoca prehod sicer neprepustnih
molekul in ionov v celico in iz nje [1]. Z bioloskega
vidika nastanek strukturnih in kemijskih sprememb v
celiéni membrani in njeno spremenjeno prepustnost
opiSemo kot poSkodbo celiéne membrane [2], [3].
Poskodba celicne membrane aktivira membranske
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popravljane mehanizme, ki poskusajo celiéno membrano
zaceliti [3], [4]. Ce ob zaceljeni celi¢ni membrani celici
uspe ponovno vzpostaviti tudi ravnotezje, bo preZivela.
V tem primeru govorimo o reverzibilni elektroporaciji.
Lahko pa se zgodi, da celici ne uspe zaceliti celi¢ne
membrane oz. kljub zaceljeni celiéni membrani ne
vzpostavi ponovno ravnoteZja. Celica bo v tem primeru
umrla in takrat govorimo o ireverzibilni elektroporaciji
[5].

Tako reverzibilno kot ireverzibilno elektroporacijo
uporabljamo pri razli¢nih zdravljenjih v medicini. V
zadnjem ¢asu je Vv razvoju predvsem uporaba
ireverzibilne elektroporacije, ki je bila sprva nezaZelen
ucinek pri zdravljenju z reverzibilno elektroporacijo,
pozneje pa se je izkazala kot samostojna metoda
zdravljenja mehkega rakavega tkiva, predvsem na
kirur§ko tezko dostopnih predelih [5]. V zadnjih letih se
je ireverzibilna elektroporacija zacela uporabljati tudi za
zdravljenje motenj srénega ritma z unicenjem/ablacijo
srénega tkiva, ki povzro¢a nepravilen sréni ritem [6], [7].
Sréna ablacija z elektroporacijo (PFA; angl. pulsed field
ablation) je danes odobrena ablacijska tehnika v Evropi
in ZDA [8], [9], [10]. Za uporabo elektroporacije kot
ablacijske tehnike je postalo klju¢no razumevanje celi¢ne
smrti, ki je posledica elektroporacije. Razumevanje
procesa celicne smrti in njenih posledic na celoten
organizem namre¢ lahko omogoci izboljSanje
ablacijskega protokola, z njim pa tudi izid zdravljenja. Pri
PFA kirurgi spremljajo elektricno aktivnost srca pred
ablacijo in po njej. Sprva so verjeli, da je odsotnost
signala znak uspeSnega zdravljenja, kmalu pa se je
izkazalo, da je lahko odsotnost signala tudi le zacasna in
ni nujno znak uspes$ne ablacije [6], [7]. Razumevanje
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dinamike celi¢ne smrti pri elektroporaciji je torej kljucno
tudi za doloCitev ustreznega cCasovnega okvirja za
detekcijo odmrlih celic oziroma oceno uspe$nosti
ablacije.

Trenutno znanje o celiéni smrti pri elektroporaciji je
pomanjkljivo [3], vemo pa, da celicna smrt pri
elektroporaciji pomeni kompleksen odziv celice.
Literatura poroca, da je delez mrtvih celic v razliénih
¢asovnih tockah po elektroporaciji razlicen [11], zato
celiéno smrt pri elektroporaciji delimo na takoj$njo (angl.
immediate) in zapoznelo (angl. delayed).
Eksperimentalni rezultati so pokazali , da v treh urah po
elektroporaciji umre del celic, ki jim ne uspe zaceliti
celiéne membrane, in sicer v obliki nekroze. Ure pozneje,
vse do 24 ur po elektroporaciji, pa umre Se del celic, ki
so celicno membrano sprva uspes$no zacelile, a jih je
znotrajcelicno neravnotezje vodilo po poti regulirane
celicne smrti, torej apoptoze, piroptoze in nekroptoze
[11], [12]. Celi¢na smrt po elektroporaciji je tako najprej
odvisna od mehanizma popravljanja celi¢cne membrane,
pozneje pa od vzpostavljanja homeostaze. Do zdaj je bila
dinamika celiéne smrti po elektroporaciji prikazana s
preprostimi testi prezivetja in analizami izraZanja genov,
ki so bile izvedene v razli¢nih Easovnih tockah po
elektroporaciji [12], [13], [14]. Mi smo dinamiko celi¢ne
smrti spremljali s testi prezivetja, kot so test prepustnosti
membrane, metabolni test in test klonogenosti [15].

Spremenjena  prepustnost membrane je znak
nefunkcionalne membrane, ki pripada poskodovanim ali
mrtvim celicam. Z uporabo fluorescen¢nih barvil, kot je
propidijev joidid (PI), ki prehajajo le skozi poskodovano
membrano, lahko razlikujemo zive (Pl-negativne) in
mrtve celice oziroma celice s poSkodovano membrano
(Pl-pozitivne). Ce opazujemo obarvanost celic oziroma
fluorescenco celic pod mikroskopom ali s pretoénim
citometrom, naceloma velja, da imajo Zive celice z
zdravo neposkodovano membrano nizek fluorescenéni
signal (avtofluorescenco), medtem ko imajo mrtve celice
z nefunkcionalno membrano visok fluorescenéni signal,
saj se PI, ki prosto prehaja prek membrane, nasi¢eno veze
na dedni material celice. Med obmoc¢jema Sibke
avtofluorescence in mocéne fluorescence tako lahko
opazimo $e obmodje srednje moéne fluorescence (slika
1, R2). Ta pripada Zivim celicam, ki imajo poskodovano
membrano, kar omogoci vstop v celico manj$emu Stevilo
molekul PI. Pri elektroporaciji lahko Pl torej obarva tudi
zive celice, ki imajo poSkodovano ali permeabilizirano
membrano, c&esar rezultat je srednje mocen signal
fluorescence [15], [16]. Intenzivnost fluorescence PI je
torej lahko mera, ki omogoda v opazovanem vzorcu
dolo¢itev razli¢nih populacij celic glede na prepustnost
membrane. Ce meritve izvedemo v razli¢nih ¢asovnih
to¢kah po elektroporaciji, lahko spremljamo, kolik$no
Stevilo celic v vzorcu v izbranem trenutku po
elektroporaciji pripada posamezni populaciji.
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Slika 1: Profil fluorescenénega signala PI tipi¢nega kontrolnega
(CTRL) in elektroporiranega (EP) vzorca ter dolocitev obmocij
fluorescence populacije zivih celic z neposkodovano
membrano (R1), zivih celic s poskodovano membrano (R2) in
mrtvih celic — celic z nefunkcionalno membrano (R3).

Ceprav iz opisanega eksperimentalnega postopka
izvemo, kako se s ¢asom v celiénem vzorcu spreminja
delez zivih in mrtvih celic ter celic z zgolj poskodovano
celi¢no membrano, bi za natan¢nej$o dolocitev celi¢nega
stanja v izbranem ¢asovnem trenutku morali poseéi po
karakterizaciji molekul, ki so vkljuene v regulirane
oblike celi¢ne smrti. Potek posamezne oblike regulirane
celiéne smrti namre¢ doloc¢ajo znadilni molekularnimi
mehanizmi. A ker so nekateri med njimi skupni veé
oblikam regulirane celicne smrti, za zdaj tipi¢en
molekularni mehanizem, ki regulira izbiro in potek
dolo¢ene oblike celiéne smrti, ni dolofen. Za lazje
razumevanje aktivacije in dinamike procesov celi¢ne
smrti so se zato uveljavili matemati¢ni modeli. Zelo
pogosti so populacijski modeli [17], [18], [19], Ki
mnogokrat opisujejo razvoj celicnih populacij v
Casovnem obdobju, daljSem od celicnega cikla, zato
vkljucujejo kar kontinuirano rast celiéne populacije.

Na podro¢ju elektroporacije so z matemati¢nimi
modeli dobro opisane odvisnosti prezivetja celic in
stopnje  permeabilizacije celitcne membrane od
parametrov elektriénih pulzov v izbranem trenutku po
elektroporaciji [20]. Casovna odvisnost celi¢nih
procesov po elektroporaciji pa v teh modelih ni zajeta.

Rezultate eksperimentov, pri katerih smo dolo¢ili
intenzivnost fluorescence PI v razli¢nih casovnih tockah
po elektroporaciji [15], smo uporabili v populacijskem
modelu. V model smo poleg eksperimentalno
opazovanih populacij zivih in mrtvih celic ter celic s
poskodovano celicno membrano vkljuéili tudi dve
podpopulaciji zivih celic: populacijo celic, ki se lahko
deli, in populacijo celic z blokiranim celi¢nim ciklom. Z
modelom smo zeleli raziskati, kako se po uporabi
razli¢nih parametrov elektricnih pulzov, ki povzrocijo
razline stopnje poskodb v celiéni membrani celic v
opazovani populaciji, s casom spreminja delez celic, ki



DINAMIKA CELICNE SMRTI V MATEMATICNEM MODELU ELEKTROPORACIJE 133

se $e lahko deli, in kateri celi¢ni procesi so pri dologenih
parametrih elektri¢nih pulzov izrazitejsi.

2 METODE IN MATERIALI
2.1 Poskusi na celicah

In vitro poskusi so potekali na celi¢ni liniji, pridobljeni iz
ovarijev kitajskega hr¢ka (CHO) (European Collection of
Authenticated Cell Cultures, Zdruzeno kraljestvo Velike
Britanije in Severne Irske). Celice so rasle pritrjene na
dno plasti¢nih posod za gojenje celic v rastnem mediju
HAM-F12 (PAA, Auvstrija) z dodanim serumom,
glutaminom in antibiotiki (Sigma-Aldrich, ZDA). Za
poskuse smo celice odlepili s tripsinizacijo (PAA,
Avstrija) in jih nato resuspendirali v svezem rastnem
mediju, ki je bil krati tudi elektroporacijski medij, v
celi¢no suspenzijo z gostoto 1 x 108 celic/ml. 150 pl
celiéne suspenzije smo prenesli v elektroporacijsko
kiveto (razdalja med elektrodama je 2 mm) (Harvard
Apparatus, ZDA\) in nato dovedli elektroporacijske pulze.
Uporabili smo osem pulzov, ki so trajali vsak 5
milisekund in si sledili s ponavljano frekvenco 1 Hz pri
razli¢nih napetostih (mPOR, Slovenija).

Za dolocitev celic, ki jim elektroporacijski pulzi
poskodujejo  celitno membrano  (permeabilizirane
celice), smo celiéni suspenziji pred elektroporacijo
dodali PI in 3 minute po izvedeni elektroporaciji pomerili
fluorescenco celic s preto¢nim citometrom (Attune NxT;
Life Technologies, ZDA) z modrim laserjem (488 nm) in
574/26 nm filtrom. Za dolocitev celic, ki elektroporacijo
prezivijo, Smo vzorec celic po elektroporaciji prenesli v
mikrotitersko plo¢o s 96 vdolbinicami (TPP, Svica) in
jo za 24 ur postavili v inkubator (5 % CO,, 37 °C)
(Kambi¢, Slovenija). Po inkubaciji Smo z metaboli¢nim
testom CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega, ZDA) dologili delez
prezivelih celic v vzorcu. Delez celic s poskodovano
oziroma permeabilizirano membrano in deleZ zivih celic
v vzorcu smo narisali v odvisnosti od napetosti
elektroporacijskih pulzov (slika 2). Na podlagi obeh
krivulj smo dolo¢ili napetosti pulzov, ki ob 100-
odstotnem prezivetju vodijo v 20 % permeabiliziranih
celic (100 V), in napetosti, ki ob 100-odstotni
permeabilizaciji vodijo v razli¢no preZivetje celic, in
sicer 90-odstotno (175 V) in 20-odstotno (250 V)
prezivetje.

Stevilo zivih celic z neposkodovano celi¢no
membrano, Stevilo Zivih celic s posSkodovano celi¢no
membrano in Stevilo mrtvih celic z nefunkcionalno
membrano v elektroporiranem vzorcu celic smo dologili
1, 2, 4,8, 12, 24, 48 in 72 ur po elektroporaciji s prej
omenjenimi tremi napetostmi elektroporacijskih pulzov.
Celi¢no suspenzijo smo po elektroporaciji prenesli v
mikrotitersko plos¢o z 12 vdolbinicami (TPP, Svica) in ji
dodali svez rastni medij. Mikrotitrsko plos¢o smo do
analize hranili v inkubatorju (5 % CO,, 37 °C). Za analizo
smo zbrali vse celice iz vzorca (tako plavajoce kot

pritrjene), jih resuspendirali v svezem gojiscu, dodali PI
ter jih analizirali s pretocnim citometrom.
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Slika 2: Dolo¢itev eksperimentalnih to¢k na podlagi krivulje, ki
jo dolo¢a delez celic s permeabilizirano/poskodovano
membrano (polna ¢rta), in krivulje, ki jo doloca delez zivih celic
(Crtkana crta) v elektroporiranem vzorcu celic.

2.2 Matematicni model elektroporacije

Ceprav smo na podlagi eksperimentov lahko logili tri
populacije celic v vzorcu elektroporiranih celic, smo v
matemati¢ni model vkljucili §tiri populacije (slika 3).
Populacijo zivih celic R1 smo razdelili v dva razreda: v
razredu R11 so celice, ki se lahko delijo, v razredu R12
pa celice z blokiranim celi¢nim ciklom. Populacijo celic
s poskodovano celicno membrano smo oznacili z R2,
populacijo mrtvih celic pa z R3. Proces delitve celic
doloca hitrostna konstanta ki, prehajanje med preostalimi
razredi pa hitrostne konstante kz, ks, ks in ks. Hitrostna
konstanta ke opisuje proces razpadanja mrtvih celic.
Odmrle celice namre¢ s Casom razpadejo na manjse
fragmente, ki jih pri analizi s preto¢nim citometrom
zanemarimo.
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Slika 3: Populacijski model elektroporiranega vzorca celic. R1:
populacija zivih celic je razdeljena v dva razreda; v razredu R11
so celice, ki se lahko delijo, v razredu R12 celice z blokiranim
celiénim ciklom. R2: populacija celic s poskodovano celi¢no
membrano. R3: populacija mrtvih celic.

Model smo =zapisali s sistemom pripadajocih
diferencialnih enacb in upostevali, da je vsota Stevila
celic v populacijah R1, R2 in R3 celotno Stevilo
analiziranih celic s preto¢nim citometrom P. Stevilo celic
v posamezni populaciji, ki smo ga dolo¢ili uro po
elektroporaciji, je sluzilo kot zacetna vrednost
posamezne populacije. V tem ¢asu je Ze umrla vedina
celic, in sicer po poti takojsnje celi¢ne smrti. Tako smo
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Slika 4: Eksperimentalni podatki in rezultati populacijskega
modela. R1 oznacuje populacijo zivih celic, R2 populacijo celic
s poskodovano membrano, R3 populacijo mrtvih celic, R11
populacijo celic, ki se lahko delijo, in P populacijo vseh celic.
A — kontrola (0 V), B — 20-odstotna permeablilizacija (100 V),
C — 90-odstotno prezivetje (175 V), D — 20-odstotno prezivetje
(250 V).
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predpostavili, da uro po elektroporaciji populacijo zivih
celic sestavlja 95 % celic, ki se lahko delijo (R11), in 5
% celic, ki imajo blokiran celi¢ni cikel (R12). Hitrostne
konstante modela po elektroporaciji z razlicnimi
napetostmi elektricnih  pulzov smo poiskali v
programskem okolju Matlab s prilagoditvijo resitev
diferencialnih enacb eksperimentalnim podatkom po
metodi najmanjsih kvadratov. V programu smo zahtevali,
da so vrednosti hitrostnih konstant pozitivne. Ker je
podvojitveni ¢as celic dolo¢en z vrsto celicne kulture,
smo hitrostno konstanto ki, ki dolo¢a proces delitve celic,
dolo¢ili na osnovi meritev kontrolnega vzorca (vzorec
celic, ki je bil izpostavljen napetosti 0 V). Vrednosti
konstante k; nato nismo spreminjali ob prilagajanju
reSitev  diferencialnih  enacb  eksperimentalnim
podatkom, ki so bili pridobljeni po elektroporaciji z
izbranimi napetostmi elektri¢nih pulzov.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

S preto¢no citometrijo analiziramo veliko $tevilo celic v
nekaj sekundah, in tako hitro dobimo informacije o
fluorescenci, velikosti in granuliranosti celic v
opazovanem vzorcu. Pri poskusih smo iz opazovanega
vzorca izlo¢ili le objekte, ki so ustrezali velikosti celic, in
glede na intenziteto fluorescence PI lo¢ili tri populacije
(slika 1): R1 — Zive celice z neposkodovano membrano,
R2 — zive celice z deloma poskodovano oziroma
permeabilizirano membrano, R3 — mrtve celice z
nefunkcionalno membrano. Ker Ze med elektroporacijo
in v obdobju inkubacije po elektroporaciji zelo
poskodovane celice razpadejo, hkrati pa se Zive celice po
obdobju prilagajanja na novo rastno okolje oziroma po
vzpostavljeni homeostazi delijo, se Stevilo celic v
analiziranem vzorcu spreminja s ¢asom inkubacije pa
tudi z amplitudo elektri¢nih pulzov. Analiza s preto¢nim
citometrom je bila omejena na najve¢ 10.000 delcev, zato
v nekaterih vzorcih nismo mogli analizirati vseh celic v
vzorcu. Za dolocitev hitrostnih konstant smo zato
upostevali le vzorce, v katerih je bilo Stevilo celic manjse
od 10.000, kar pomeni, da smo analizirali vse celice
vzorca.

Celice, ki so 1 uro po elektroporaciji v populaciji R3
(slika 1), so odmrle po poti takojSnje celicne smrti.
Celice, ki so v populaciji R3 ob preostalih urah izvajanja
analiz, pa so umrle tudi zaradi zapoznele celi¢ne smrti. V
kontrolnem vzorcu (vzorec celic, ki je bil izpostavljen
napetosti 0 V), smo opazili 4 % mrtvih celic (R3), kar je
posledica ravnanja s celicami med poskusom. S
poveCevanjem napetosti elektricnih  pulzov med
elektroporacijo se 1 uro po elektroporaciji Stevilo (slika
4) in delez (slika 5) mrtvih celic povecuje. To pomeni, da
ob vecji napetosti elektricnih pulzov takoj odmre vecji
delez celic. Eksperimentalni rezultati in rezultati modela
nakazujejo, da ostaja delez mrtvih celic v kontrolnem
vzorcu vseh 72 ur opazovanja enak (slika 5A). Delez
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Slika 5: Rezultati populacijskega modela, delez celic, ki pripada
posamezni populaciji. R1 oznacuje populacijo zivih celic, R2
populacijo celic s poskodovano membrano, R3 populacijo
mrtvih celic in R11 populacijo celic, ki se lahko delijo. A —
kontrola (0 V), B — 20-odstotna permeablilizacija (100 V), C —
90-odstotno prezivetje (175 V), D — 20-odstotno prezivetje (250
V).

mrtvih celic se v vzorcu, ki je bil izpostavljen elektricnim
pulzom napetosti 100 V, s ¢asom nekoliko povecuje
(slika 5B), v vzorcih, ki so bili izpostavljeni elektricnim
pulzom napetosti 175 V in 250 V, pa se delez mrtvih celic
s ¢asom zmanjSuje (sliki 5C in 5D). Zmanjsevanje Stevila
mrtvih celic s ¢asom pri teh dveh napetostih (sliki 4C in
4D) je gotovo posledica razpadanja mrtvih celic s casom,
a rezultati modela so pokazali, da se tudi hitrostna
konstanta ks z nara$¢ajoo napetostjo zmanjsuje (tabela
1), kar pomeni, da pri veéji napetosti manjse Stevilo celic
prehaja iz populacije R2 v populacijo R3.

Tabela 1: Hitrostne konstante populacijskega modela, ki smo
jih pridobili s prilagoditvijo resitev diferencialnih enacb
eksperimentalnim podatkom.

hitrostna kontrola 100 VvV 175V 250V
konstanta
k, 0,800 0,965 0,097 0,042
ks 19,843 15,199 1,723 5,089
Ka 0,133 0,101 0,153 0,616
ks 0,236 0,147 0,056 1,4 x107
Ks 0,059 0,015 0,026 0,015

Zapoznela celi¢na smrt naj bi pri§la do izraza Sele vec
ur po elektroporaciji [11]. V tem ¢asu se namreé prej
neprepustna membrana zivih celic zaradi procesov
regulirane celi¢ne smrti toliko poskoduje, da omogoca
vstop nekaj molekul PI v notranjost celic.

Eksperimentalni rezultati so pokazali, da se Stevilo
celic v populaciji R2 elektroporiranih vzorcev z
napetostjo elektricnih pulzov in s ¢asom povecuje (slika
4). To so potrdili tudi rezultati populacijskega modela.
Hitrostna konstanta ks, ki opisuje prehajanje celic iz
populacije zivih celic R1 v populacijo celic s
poskodovano membrano R2, se z napetostjo elektri¢nih
pulzov, ki so bili uporabljeni za elektroporacijo, povecuje
(tabela 1), $e bolj intenzivno pa razmerje konstant ka/Ks.

Delez populacije zivih celic R1 v kontrolnem vzorcu
se s Casom ne spreminja. Rezultati modela pa so pokazali,
da se delez populacije zivih celic R1 v vzorcu, ki je bil
izpostavljen elektricnim pulzom z napetostjo 100 V, s
¢asom nekoliko zmanjSuje (slika 5). ZmanjSevanje je
posledica povecevanja deleza populacije R2, kar pomeni,
da pri nizki elektroporacijski napetosti zapoznela celi¢na
smrt igra pomembno vlogo. Delez populacije zivih celic
R1 v vzorcih, ki sta bila izpostavljena elektri¢nim pulzom
z napetostjo 175 V in 250 V, se s ¢asom veca. Vecanje je
intenzivnejse v primeru vecje napetosti, saj S0 tako rekoc
vse zive celice v populaciji R11, ki vsebuje delece se
celice (slika 5).

Na sliki 6 so prikazane odvisnosti deleza celic, ki se
lahko deli, od ¢asa po elektroporaciji z elektri¢nimi pulzi
obravnavanih napetosti, ki smo jih izracunali s
populacijskim modelom. Vidimo, da se v kontrolnem
vzorcu delez delecih se celic s ¢asom ne spreminja. Po
elektroporaciji z elektricnimi pulzi napetosti 100 V se
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delez dele¢ih se celic s Gasom nekoliko manjsa, kar
nakazuje na prisotnost procesov zapoznele celine smrti.
Po elektroporaciji z elektricnimi pulzi visokih napetosti
pa se delez delecih se celic s Casom povecuje. To pomeni,
da se celice, ki so elektroporacijo prezivele, ve¢inoma
lahko tudi delijo.

.......

deleZ celic
°
o

—— kOOl

0 10 20 30 40 50 60 70
¢as/h

Slika 6: Rezultati populacijskega modela; odvisnost deleza
celic, ki pripadajo populaciji R11, od ¢asa po izpostavitvi
elektricnim pulzom razli¢nih napetosti.

Pri zdravljenju z elektroporacijo v pogojih in vivo sta
neizogibno prisotni tako reverzibilna kot ireverzibilna
elektroporacija, saj intenzivnost elektroporacije upada z
oddaljenostjo od elektrod. To pomeni, da v neposredni
blizini elektrod, kjer je jakost elektri¢nega polja najvecja,
celice odmrejo tudi pri zdravljenjih z reverzibilno
elektroporacijo [21], [22]. Dinamiéna celi¢na smrt je
torej prisotna tudi pri zdravljenju, ki temelji na
reverzibilni elektroporaciji.

Glede na rezultate modela predvidevamo, da se bodo
celice, katerih membrana je 1 uro po ireverzibilni
elektroporaciji neposkodovana, delile, kar bi pomenilo
nezadovoljivo ablacijo tkiva na tem podro¢ju. Po drugi
strani pa lahko na podrogjih tkiva, ki so bila izpostavljena
nizki jakosti elektriénega polja, t. i. reverzibilni
elektroporaciji, pri¢akujemo nezazeleno zapoznelo
celiéno smrt. Oba omenjena pojava imata pomemben
vpliv na rezultate zdravljenja [23].

4  ZAKLJUCEK

Opisani model je dobra osnova za model dinami¢ne
celi¢ne smrti pri elektroporaciji, vendar bo za popolnejso
sliko o celi¢ni smrti pri elektroporaciji verjetno treba
vkljugiti Se dodatne Ze znane celi¢ne procese, kot so
kemi¢ne reakcije na celiéni membrani. Z nekaj
izboljsavami lahko model sluzi za bolje razumevanje in
napovedovanje  odziva celicne populacije na
elektroporacijo.
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