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Al Elektroporacija (EP) je fizikalna metoda, kjeelice izpostavimo elek@nim

pulzom, s¢imer z&asno povéamo prepustnost céhih membran in omogimo
vstop v celice molekulam in ionom, ki tezje prelajskozi celéeno membrano. V
Klini¢ni praksi za zdravljenje raka se vse bolj uporaklektrokemoterapija, ki
zdruzuje elektroporacijo in protitumornginkovino, kot sta bleomicin in cisplatin,
potekajo pa raziskave drugih zdravil, med katejentudi C&" (v obliki CaCb). EP

v kombinaciji z raztopino Caglje pokazala &inkovito zmanjSanje prezivetja
tumorskih celic, rast sferoidov in tumorjev, saj Gaf* pomemben sekundarni
spor@evalec, ki je v citosolu prisoten v nizkih koncextifah in je vpleten v
Stevilne cekine procese, med drugim tudi v ¢eld smrt, zato je v celicah natano
uravnavan. Z EP v prisotnosti raztopine Ga€# m@éno poveéa znotrajcetina
koncentracija C&, kar preko razinih mehanizmov lahko vodi v c&fio smrt.
Zeleli smo preveriti, ali ima EP v kombinaciji ztapino Cadl razlicen winek na
tumorske in normalne celice v primerjavi z elekgoloterapijo z bleomicinom, pri
¢emer se je izkazalo, da je terapija citotoRkai za vse izbrane cé&tie linije pri
razlicnih 1Cspkoncentracijah. Prav tako smo opazili od konceijgaaCh odvisno
znizanje znotrajcaline koncentracije ATP, ki v dateni meri sovpada s krivuljo
citotoksiénosti, medtem ko je pri elektrokemoterapiji z blécmom koncentracija
ATP padla le pri visokih koncentracijah bleomiciZabarvanjem po Giemsi smo
po terapiji na podlagi morfologije dalevali tip celéne smrti, ki je bila predvsem
nekroza. Poleg tega smo spremljali tuginek terapije na migracijo celic, kjer smo
zaznali znizanje stopnje migracije celic pris¢Ce pri endotelijskih celicah.
Dokazali smo tudi, da ima EP v prisotnosti raztep@aC} antiangiogeni €éinekin
vitro, saj sta bili znizani tako stopnja migracije kpbsobnost nastanka kapilaram
podobnih struktur. EP je v kombinaciji s Ca@lokazala citotoksen winek na
tumorske in normalne celice ter antiangiogedinek na endotelijske celice,
nadaljnje raziskave pa so potrebne za popolno razanje mehanizmov delovanja
in uc¢inkov na druge tipe celic v organizmu.
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AB  Electroporation (EP) is a physical approach wheells are exposed to electric
pulses, where cell membranes are temporally peritieaband poorly permeating
molecules and ions can enter. Electrochemotheradp@€T) is combining
electroporation and chemotherapeutic drug, mod#eprbycin and cisplatin, with
other substances being tested, such as calciuml{Gatition). Calcium EP
showed effectively reduced survival of cancer c¢efjeowth of spheroids and
tumors. Calcium is important second messenger, lvedo in many cellular
processes, including cell death and thereforelyigiegulated. Calcium EP induces
elevation of normally low cytosolic calcium concextion what can cause cell
death through several mechanisms. We evaluateeffibets of calcium EP on two
tumor and two normal cell lines and compared effegth ECT with bleomycin.
Calcium EP was cytotoxic in both, tumor and norrall lines at different 16
concentration, therefore differential effect onatgkicity between normal in cancer
cells was not observed. Calcium EP caused doserdepe ATP depletion, which
appears to follow same trend as cytotoxicity cumbereas ECT caused ATP
depletion only when high bleomycin concentrationsrevused. Giemsa staining
revealed that calcium EP induces necrotic celllde@all cell lines. Furthermore,
calcium EP seems to have anti-angiogenic effects,taesulted in reduced
migration at wound healing assay and reduced tabedtion of used endothelial
cells at 1Go concentration, whereas no effect on migrationtoep cell lines was
observed. Calcium EP showed cytotoxiannvitro study on normal and tumor cell
lines. It also showed anti-angiogenic effect onathelial cells. To fully elucidate
the mechanisms of action and effects on othertyedls, further studies are needed.
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Adhezija

Angiogeneza
Apoptoza

Citotoksenost
Ekstravazacija
Elektrokemoterapija
Elektroporacija

ICso

Invazija
Invitro

Invivo
Intravazacija
Karcinogeneza
Metastaza
Migracija celic
Morfologija
Nekroza
Onkogen

Rak

Tumor

Tumorsko mikrookolje

Tumor supresorski gen

SLOVAR CEK

Povezava med celicami s ¢eimi adhezijskimi molekulami ali med
celicami in zunajcefinim matriksom.

Nastanek novega Zilja iz Ze obs&tuja.

Vrsta programirane agle smrti, za katero je potrebna energija in jo
ozn&uje kicenje celice, fragmentacija citoplazme in jedra,tan@esk
apoptotskih telesc ter razgradnja v fagocitih.

Strupenost za celice.

Izstop celic iz Zilja.

Kombinacija elektroporacijekamoterapije.

Fizikalna metoda, pri kateri celicizpostavimo zunanjemu
elektricnemu polju, imer za&asno ali trajno pow&mo prepustnost
membran.

Koncentracija, pri kateri odmre 50 % celic.

Potovanje celic skozi zunajeeli matriks in encimska razgradnja
bariere.

V umetnem okolju.
V Zivem organizmu.

Vstopanije celic v Zilje.

Nastanek in razvoj maligne novotvorbe

Skupek rakavih celic, ki se razS8iri izopmega Zari& na drugo
mesto v telesu in povzpisto bolezen.

Selitev, premik celic iz enega n@est drugo, wBnoma v odziv na
doloten kemijski signal.

Veda o zgradbi in obliki celic, tkivrganov in organizmov.

Vrsta cethe smrti, patoloSko odmrtje celic, ki privede detja.

Gen, katerega aktivnost ali izraZzenostgenm pove€ana v rakavih
celicah. Spodbuja proliferacijo in druge Ziaosti rakavih celic.
Skupina bolezni, za katere je @trea nekontrolirana proliferacija,
invazija in zasevanja celic v druga tkiva.

Novotvorba, ki je posledica nenormalne, nélainane, navadno
lokalne patoloSke rasti tkiva. Skupno ime za beaigm maligne
tumorje (rak).

Celno okolje, ki obdaja tumorske celice in v katereajdamo
stromalne celice, ki vplivajo na rast in napredgedamorjev.

Gen, katerega produkt zavatiferacijo celic in sproZi apoptozo.
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1 uvoD

Elektroporacija je fizikalna metoda, pri kateriicel izpostavimo elekinim pulzom, s
¢imer z&asno povéamo prepustnost ceéhih membran, v katerih pride do strukturnih
sprememb, ki omodg@ajo vstop molekul in ionov, za katere je membraneers
neprepustna. Na ta ¢ia lahko v celice vnesemo raatie W&inkovine, med katerimi so tudi
nekatere protitumornetinkovine, ki zaradi svojih kemijskih lastnosti nergjo vstopati v
celice ali pa to poteka izredno qasi. Protitumornim &inkovinam je skupno, da delujejo
nespeciftno na celoten organizem in imajo pogoste nezeléramske dinke, zato je
njihova uporaba v kombinaciji z elektroporacijoeldrokemoterapija), ki lokalno pove
koli¢ino zdravila v tumorju, vse bolj uveljavljana zaradjenje razlnih tumorjev v
Klini¢ni praksi (Campana in sod., 2016; Miktavin sod., 2012). V zadnjih predklifmih
raziskavah na celnih kulturah, sferoidih in misjih tumorskih modeblo ugotovili, da ima
tudi elektroporacija v kombinaciji z raztopino CaClpodobne &inke kot
elektrokemoterapija (Frandsen in sod., 2012)**Qa namré pomemben sekundarni
spor@evalec, ki je vpleten v Stevilne coslie procese, vklgno z uravnavanjem
transkripcije, metabolizmom, delitvijo celic in galo smrtjo (apoptoza, nekroza). Njegova
koncentracija in distribucija sta zato v celicahtamo uravnavani. Za njegovo
ucinkovitost pri uravnavanju aktivnosti citosolnihagmov in celénih funkcij je kljuino
vzdrzevanje homeostaze Caki mora v citosolu biti nizka in stabilna (Ceeelin sod.,
2010). Z elektroporacijo celic v prisotnosti raztep CaCj se m@no poveéa citosolna
koncentracija C&, kar lahko vodi v cefino smrt preko aktivacije raztih mehanizmov
(Zielichowska in sod., 2016). Lokalna elektropoj@or kombinaciji z raztopino Cagl
nudi nekatere prednosti pred drugimi zdravili, k¢ siporabljajo v kombinaciji z
elektroporacijo, zaradi cenovne ugodnosti in dastgi CaCJ, prav tako ta ni tok&en za
organizem, zato ni potrebna posebna previdnosbkavanju z njim, kot je to potrebno pri
protitumornih @inkovinah. Kljub osnovnim spoznanjem o protitumameelovanju C,
moramo opraviti nove raziskave, da bi ugotovidingk elektroporacije v kombinaciji z
raztopino CaGltako na tumorske kakor tudi na normalne celice.

1.1  NAMEN

Namen magistrskega dela je bil ugotoui®, je kombinacija elektroporacije in raztopine
CaCl citotokstna za izbrane tumorske in normalne @i linije in vitro, ter te @inke
primerjati z elektrokemoterapijo z bleomicinom. Wgati smo zeleli tudi dginek na
sposobnost migracije teh celic in sposobnost nkatdmapilaram podobnih struktur
endotelijskih celic. Endotelijske celice so sestad#l tumorske strome in so pomembne
pri razvoju raka in njegovem napredovanju, zato gmuekljucili v naso raziskavo.

1.2 HIPOTEZE

1. Kombinacija elektroporacije in raztopine CaGmanjSa prezivetje tumorskih in
normalnih celidn vitro.

2. Kombinacija elektroporacije in raztopine Ca@hanjSa sposobnost migracije tumorskih
in normalnih celidn vitro.

3. Kombinacija elektroporacije in raztopine Ca@anjSa sposobnost nastanka kapilaram
podobnih struktur endotelijskih celi vitro.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 RAK

Rak je eden od vodilnih vzrokov smrti v globalneneritu, predvsem na &an staranja
prebivalstva. Raztne vrste raka so razhe bolezni, ki imajo zn@len nastanek in potek,
razlikujejo pa se v incidenci glede na starost) spdruge rizéne faktorje ter prezivetju. V
Sloveniji se ogrozenost zbolevanja za rakom zmeom@uje, najveéja je v starejsih letih
(po 65. letu starosti). NajpogostejSe vrste rakag@s so kozni rak, rak debelegy@vesa in
danke, prostate, pkuin dojke. Te vrste raka so povezane tudi z nezarawljenjskim
slogom. Kljub veéanju incidence, pa se manjSa umrljivost za rakoam, gomeni, da je
zdravljenje bolj uspesno in vsedeolnikov ozdravi oziroma zivi z rakom (Rak v Slove
2011, 2015).

2.1.1 Vrste raka

Rak je skupina bolezni, za katere je &lma nekontrolirana delitev celic raatih tkiv in
organov ter njihova invazija in migracija na drugasta v telesu. Po teh lastnostibinoo
med benignimi in malignimi tumorji. Benigni tumogo lokalne tvorbe, ki se ne razsirijo v
sosednja tkiva. Maligni tumorji pa imajo sposobnwostazije v podporni mezenhim in
zasevanja (Pecorino, 2012). Benigni tumorji raste@asi in so histoloSko o&ajno
grajeni iz dobro diferenciranih celic. Niso fiksiiana sosednja tkiva in so éajno obdani

Z vezivno ovojnico. Problem predstaviljajo predvsemaradi anatomske lokacije in
kompresije na sosednje anatomske strukture terinaepn izlatanja bioloSko aktivnih
substanc. Razgradnja in izguba vezivne ovojniceplddaja tumor, je obajno osnovna
razlika med benignim in malignim tumorjem. Funka@bre spremembe v neopldsiih
celicah imajo za posledico nastanek indalge aktivnih substanc, kot so rastni faktoriji,
hormoni, liténi encimi itn. Proteolitini encimi (kolagenaze, nekateri katepsini) omijgo
pove&ano mobilnost in razSirjanje rakavih celic. Rasintwja je odvisna od njegove
oZilienosti. Maligni tumorji so fiksirani na sosgdnstrukture, rastejo hitro, so slabo
diferencirani. Izl@ajo substance, ki stimulirajo nastanek novih zigfagenezo). V komi
fazi razvoja malignega tumorja pride do njegoveaimije v sosednja tkiva in zasevanja
(Baba in Catoi, 2007). Med razvojeturstega tumorja sSo opazne Stiri Zi@e stopnje:
hiperplazija (opazna skoraj normalna histologijjoe so normalne, vendar je pdaeaa
stopnja celine proliferacije), displazija (celice nisodveormalne in pravilno organizirane,
zelo visoka stopnja ceéhih delitev), polip ali adenom (Se vedno benigr@sja) in rak
(maligna stopnja — invazija v sosednja tkiva inrbsometastaz) (Weinberg, 2014).

Na podlagi izvornega tkiva delimo rakave bolezstiivi velike skupine (SLORA, 2016):

- Karcinomi izvirajo iz epitelijskih celic, v to skup uvr&amo kar 80 % rakavih
obolen;.

- Sarkomi izvirajo iz celic opornih tkiv, pojavljajse predvsem v vezivhem,
mag&obnem, kostnem in hrustamem tkivu.

- Levkemije izvirajo iz krvnih celic ali celic krvobrnih organov.

- Limfomi so rakava obolenja limfatega sistema.

Klonalna ekspanzija je splosno sprejet model razuaorja, ki pravi, da so vse tumorske
celice potomke ene same cetne celice, vendar pa se v tumorju nahaja genetsko
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heterogena populacija tumorskih celic, ki nastaaradi genomske nestabilnosti tumorskih
celic in s tem Se e podvrzenosti novim mutacijam ter razlik v epigeskih
modifikacijah (Weinberg, 2014).

2.1.2 Karcinogeneza

Nastanek raka ali karcinogeneza je&stepenjski proces, pri katerem pride do maligne
transformacije celic in v kami fazi do tvorbe zasevkov v drugih delih telesa. groces
poteka pod vplivom karcinogenih dejavnikov, ki paxajo mutacije. V zaporedjih DNA
(deoksiribonukleinska kislina) tumorskih celic refolo veliko Stevilo sprememb, od
tockovnih mutacij do obseznih kromosomskih aberaaif, &0 delecije in kromosomske
translokacije, ki se skozias akumulirajo v celici. Rak je predvsem bolezemeg$ih ljudi,

saj se s staranjem organizma te mutacije djopipojavnost raka pa s starostno dobo
naraga (Pecorino, 2012).

Na nastanek raka torej vpliva izpostavljenost kaygenim dejavnikom iz okolja (delimo
jih na keméne, fizikalne in bioloSke dejavnike), pa tudi druigjavniki, kot so dedne
mutacije, hormoni in ostali dejavniki, ki niso mgéai, temveé spodbujajo cetino delitev

in jim pravimo tumorski promotorji. Med fizikalneegavnike uvr8amo ioniziraj@ée in
ultravijolicno sevanje, med ketimimi dejavniki so pomembnejSi aflatoksini, policii
aromatski ogljikovodiki, aromatni amini, azo barvila, N-nitrozamini, karbamati,
halogenirane spojine in alkilirajpagensi. Med bioloSke dejavnike pa spadajo predvse
virusi (humani papiloma virus, Epstein-Barr virusgpatitis B virus idr.) in nekateri
mikroorganizmi Helicobacter pylori, Salmonella enterica) (Weinberg, 2014).

V zdravem organizmu je delitev celic reguliran @eccelice se odzivajo na signale za
delitev, diferenciacijo ali caelno smrt. Med procesom nastanka rakave celicecrazli
karcinogeni dejavniki postopoma spreminjajo lastinoslic, tako da te postajajo man;j
odzivne na te signale. DNA popravljalni mehanizmi mmembna obramba celic proti
mutacijam. V primeru obseznih mutacij se aktivirgjgnalne poti, ki vodijo v ceiho
smrt. Vse spremembe v DNA, ki niso popravljene pnedlednjo cetino delitvijo, se
prenesejo naderinske celice in se tako ohranijo, kar prispewaitinogenezi. Gene, ki so
najvetkrat vpleteni v nastanek raka, lahko razdelimo e dédkupini: protoonkogeni v
normalnih celicah spodbujajo c&lie delitve (v malignih celicah so mutirani v onkogg

in so pod nadzorom druge skupine, tumor supredoginov, ki zavirajo delitev celic. V
kolikor pride do mutacije v enem izmed alelov pamtkogena v onkogen, je lahko
posledica izguba sposobnosti odzivanja na reguiataaviralne signale in spodbujanje k
celicni delitvi, mutacija pa je dominantna. Produkti ogknov so v tumorskih celicah
pogosto mono izrazeni ali imajo poviSano aktivnost, to samagaktorji, receptorji rastnih
faktorjev, prenaSalci signalov, ki so vpleteni \gralne poti ceine proliferacije in
izogibanja celini smrti. Posledica mutacije obeh alelov (recesivnatacija) tumor
supresorskih genov je izguba funkcije teh genaatehh produkti v normalni celici
inhibirajo celeni cikel, spodbujajo diferenciacijo ali sprozijolié@o smrt. Tudi mutacije v
regijah DNA, ki kodirajo mikro-RNA (miRNA), so lalik eden izmed dejavnikov
karcinogeneze. Molekule miRNA so kratke dvoveriziRNA molekule, ki na
posttranskripcijskem nivoju uravnavajo izrazanjeotpmov. Mutacija miRNA, ki je
vpletena v regulacijo izrazanja nekega tumor supségega gena ali onkogena, lahko tako
tudi prispeva k maligni transformaciji celic (Peicar, 2012; Weinberg, 2014).
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2.1.2.1 Lastnosti rakavih celic

V normalnih celicah in tkivih sta proliferacija oliferenciacija celic kontrolirana procesa,
stimulacija in inhibicija celine proliferacije sta nat&no regulirana. Celica na poti
transformacije iz normalne v maligno postopoma qivida dol@ene funkcionalne

lastnosti, kar sta v svojem prvem modelu leta 2p0&dstavila Hanahan in Weinberg
(Hanahan in Weinberg, 2000):

= samozadostnost v proizvodnji rastnih signalov,
» neolEutljivost na zaviralce rasti,

= omoga@anje reprodukcijske nesmrtnosti,

= aktivacija invazije in metastaziranja,

» indukcija angiogeneze,

= upiranje cekini smrti.

Ista avtorja sta leta 2011 (Hanahan in Weinberd,120nodel nadgradila z naslednjimi
lastnostmi:

» genomska nestabilnost in mutacije,
= deregulacija cethega metabolizma,
* jzogibanje imunskemu sistemu,

* vnetje, povezano s tumorji (Slika 1).

samozadostnost
v proizvodnji
rasztlnih signalov

neohiéutljivost
na supresorje
rasii

deregulacija
celiénesn
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celiéni
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3 tumorji
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in mutacije

aktivacija
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Slika 1: Zn&ilnosti rakavih celic (Hanahan in Weinberg, 20168%

Te funkcionalne lastnosti se med raéaiimi tipi raka razlikujejo, prav tako ni daleno
samo zaporedje njihovega pridobivanja. K maligringformaciji celic poleg mutacij
pomembno prispevajo tudi epigenetske spremembsame v rakavih celic, @ga tudi v
celicah, ki so prisotne v tumorskem mikrookolju, njjhova medsebojna komunikacija
(Hanahan in Weinberg, 2011). Rakave celice imajarimnerjavi z normalnimi navadno
tudi drug&ne morfoloSke zralnosti. Zn&ilne so spremembe v jedru (aneuploidija), ki je
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vecje, z veliko evkromatina in nepravilne oblike, @tazemski del celice pa je bolj
skromen. Maligne celice imajo visoke potrebe porgiie zn&ilne so spremembe v
produkciji encimov in spremembe v citoskeletu —espenjena oblika, adhezija in
mobilnost (Weinberg, 2014; Baba in Catoi, 2007).

V naslednjih podpoglavjih podrobneje opisujemo aalagamo nekatere lastnosti rakavih
celic in tumorjev, na katere smo v magistrskem deleli preveriti dinek terapije.

2.1.3 Neodzivnost na apoptotske signale

Programirana celna smrt ali apoptoza je proces, ki ima pomembngo/ie razvoju in
vzdrzevanju tkivhe homeostaze z odstranjevanjenotngmih ali poSkodovanih celic.
Apoptoza se sprozi pod vplivom razlih zunanjih in notranjih signalov in je v celicah
mocno nadzorovan proces. Sprozi se lahko zaradi naphipih poSkodb DNA in celina
vsebina se razgradi preko aktivacije kaspaz. Meleami apoptoze uravnavajo
proapoptotini in antiapoptotini geni, ki so v vé&ni rakavih celic okvarjeni, pomemben
regulator tako proapoptétiih kot antiapoptotinih dejavnikov pa je G4 ki lahko torej
sprozi ali inhibira apoptozo. Proapoptoii dejavniki v&inoma uravnavajo sprédnje
citokroma c iz mitohondrijev, ki v citoplazmi koted apoptosoma (multiproteinski
kompleks) aktivira kaspaze. Med proapogioé proteine spadajo Bax, Bak, Bid, Bim in
p53, med antiapoptsétie pa Bcl-2, Bcl-X, Bcl-w. Celica postane med maligno
transformacijo neodzivna na te signal&irser se mutacija prenese néehinske celice.
Posledéno lahko pride tudi do neobtljivosti na radioterapijo in kemoterapijo (Giong
sod., 2008; Novako¥iin sod., 2009).

2.1.4 Tumorsko mikrookolje

Tumorji so izredno kompleksne strukture, ki oddajaj sprejemajo signale od celic, ki jih
obdajajo — to imenujemo tumorsko mikrookolje amtarska stroma (vkiguje fibroblaste,
endotelijske celice, pericite in imunske celice)ik® 2). Proces metastaziranja rakavih
celic vkljucuje ve& stopenj, in sicer invazijo, intravazacijo, trandp@kstravazacijo in v
kor¢ni fazi metastatsko kolonizacijo. Interakcije medimorskimi celicami in
mikrookoljem imajo pomemben vpliv na metastatskbvalost posameznih rakavih celic.
Rakave celice lahko iztajo rastne faktorje, citokine, kemokine, ki priai@ imunske
celice, te pa nato inducirajo vnetni odziv in zoéanjem TNFe (dejavnik tumorske
nekrozea) ter prostaglandinov stimulirajo delitev sosedrgijpitelijskih celic in sprozijo
angiogenezo. V normalnih tkivih stromalne in epjg&k celice sodelujejo pri izdelovanju
specializiranega ekstracelularnega matriksa, bazakembrane. Endotelijske celice tvorijo
stene kapilar in wgih zil, pa tudi limfaténih vodov. Med nastankom novih zil iz@o
rastne faktorje, ki stimulirajo proliferacijo sosgith celicnih tipov in privabljajo pericite
ter celice gladkin miSic, te pa zopet o pomembne prezivitvene signale za
endotelijske celice. Celice tumorske strome sg fwoeembne pri razvoju raka, saj morajo
tudi tiste rakave celice, ki uspejo zapustiti pnimaumor in tvoriti nove metastaze na
drugih lokacijah, ol#iajno privabiti stromalne celice in stimulirati njitio proliferacijo ali
pa se vgnezditi v obst@je stromo tkiva, v katerem pristanejo. Razé vrste rakov
obicajno zasevajo na speciiih lokacijah, kar lahko razloZzimo z anatomskim ikaan
(glede na tok krvi) ali pa ujemanjem tumorskih cedi sprejemnim okoljem oziroma
tkivom (Pecorino, 2012; Weinberg, 2014).
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Slika 2: Celice tumorskega mikrookolja. Zgoraj: taga veine ¢vrstih tumorjev. Parenhim in stroma oba
vsebujeta raztne celtne tipe in podtipe, ki skupaj omogmo rast tumorja in napredovanje. Spodaj: tazli
mikrookolja tumorjev, ki se med napredovanjem tyaepreminjajo (normalno okolisko tkivo je prikaman
shematino) (Hanahan in Weinberg, 2011: 662).

2.1.5 Angiogeneza

Angiogeneza je proces nastanka novih kapilar izolistoj€ih krvnih zil z rastjo in
migracijo endotelijskih celic, za kar so potrebneerakcije med razihimi vrstami celic,
zunajcelénim matriksom ter citokini in rastnimi faktorji. Tproces je pogost ¥asu
embriogeneze, v odraslem organizmu pa normalnockpatamo Se pri celjenju ran, med
vnetjem, pri Zzenskem reproduktivnem ciklu in mestjatumorjev. Da imajo celice dostop
do zadostne kaline kisika in hranil, morajo biti v razdalji med @6 200um od krvnih
zZil, kar je difuzijska meja kisika. Kljni stimulus za z&etek angiogeneze je hipoksija.
Celice se odzovejo na pomanjkanje kisika z daigem angiogenih signalov. Med
brstenjem obstofgh zrelih krvnih zil je potrebna obsezna reorgaaiga ki vkljucuje
njihovo destabilizacijo, proliferacijo in migracijendotelijskih celic ter njihovo zorenje.
Prvi korak pri nastanku je odpiranje obstdje kapilar in delna razgradnja
ekstracelularnega matriksa, kar omémomigracijo endotelijskih celic skozi bazalno
membrano. Temu sledi vaskularna faza, med kater@eliee povezujejo v cevaste
strukture, iz katerih nastanejo nove Zzile in je gaéena nadaljnja rast tumorja (Slika 3)
(Chung in sod., 2010; Pecorino, 2012).

Regulacija angiogeneze je odvisna od diaega ravnotezja angiogenih aktivatorjev in
inhibitorjev. Za preklop tumorskega t.i. »angioggaestikala« je potrebna sprememba
razmerja v prid angiogenih aktivatorjev, ki je pamita fizioloSkega drazljaja, kot je
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hipoksija (zaradi pov@ane mase tkiva) (Dor in sod., 2001), aktivacija cgdna ali
mutacija tumor supresorskega gena (Kerbel in Foikrd@02).

2.1.5.1 Tumorsko zilje

Med normalnim procesom angiogeneze na novo formize hitro dozorijo in postanejo
stabilne. Za tumorsko angiogenezo pa jecina, da se izgubi nadzor nad pro- in
antiangiogenimi signali, zato je omagma stalna rast novih krvnih Zil. Posket se
tumorsko zilje prece] razlikuje od normalnega, S& neorganizirano in ima
nekonvencionalno hierarhijo, kjer so arteriole, wlenin kapilare tezko dotdjive.
Tumorske zile so nezrele, zavite in hiperpermeabilRrav tako so neenakomerno
oblikovane z nestalnim premerom in slepimi konobg@sto so mé&no prepustne in
hemoragine, deloma zaradi prevelike ekspresije VEGF (vaskiilendotelijski rastni
faktor). Perivaskularne celice so navadno manj ptyon bolj ohlapno povezane z
endotelijskimi celicami kot v normalnem Zilju, mgejtudi celic gladkega mi§n, zaradi
cesar so Zile Se bolj prepustne. V tumorjih je tsldibSi pretok krvi, zato zaradi vseh
omenjenih lastnosti pride do pojava hipgksh in zakisanih predelov. Hipoksija je
povezana z aktivacijo proangiogenih faktorjev irslpdicno povéevanjem mase tumorja
(Bergers in Benjamin, 2003; Siemann, 2011).

Migracija endotelijskih celic je klgnega pomena za angiogenezo. Glavni citoskeletni
element endotelijskih celic je aktin. Sestavljenzjanonomernih globularnih podenot (G-
aktin), ki polimerizirajo v filamente (F-aktin). Bmerizacija je tesno povezana s hidrolizo
ATP preko intrinzine ATPazne aktivnosti. Za migracijo celic je Kipgga pomena
konstantno preoblikovanje aktinskih filamentov, & so dinamine in koordinirane
spremembe v celini adheziji, signalni transdukciji in citoskelettiihamiki in organizaciji
(Lamalice in sod., 2007).
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Slika 3: Shematski prikaz kl@siega angiogenega preklopa, ki se lahko zgodi vli¢raa stopnjah
napredovanja tumorja, kar je odvisno od narave tjaria njegovega mikrookolja. \é@a tumorjev zéne
rasti v obliki dormantnih neoZiljenih nodululovéBers in Benjamin 2003: 403).

2.1.6 Migracija celic in metastaziranje

Metastaziranje je kompleksen proces, med katerintusgrske celice iz primarnega
tumorja razSirijo na oddaljene organe, kar je nigjpagost vzrok smrti pacientov z rakom
(Yamaguchi in sod., 2005). Kkna draZljaja, ki vzpodbudita tumorske celice k
metastaziranju, sta hipoksija v primarnem tumonmu vinetje, pomembno pa je tudi
mikrookolje na sekundarnem mestu za nadaljnjoale(itangley in Fidler, 2011).

Metastatsko razSirjanje tumorskih celic je amo selektiven w&stopenjski proces, med
katerim mora tumorska celica skozi sléeléaze: 1) odcepitev od primarnega tumorja, 2)
celicna migracija in invazija, 3) intravazacija (vstopzije) in transport skozi krvni ali
limfni obtok, 4) ekstravazacija in 5) rast sekumsya tumorja (Slika 4). Med tem
procesom cetnega gibanja in sprememb oblike celic so potrelraendttne spremembe
reorganizacije calhega citoskeleta (Fife in sod., 2014).
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Slika 4 Ved¢stopenjski proces metastaziranja (Fife in sod.4: 550¢).
2.2 TERAPEVTSKIPRISTOPIV ONKOLOGIJ

Pristopek zdravljenju raka razvéamo glede na vrsto zdravljenja, princip uporabt
delovanja ter po ri&lih kombinirane terapi, pa tudi glede same oblike ri. Vsi pristopi
temeljijo naodstranitvi ali undenju tumorskega tkiva. Pri vseh vrstah zdravljenja p
potrebno temeljito preiiti delovanja na zdrava tkiva in ugotoviti terapskitindeks, ki
nam pove, koliko specifno je dol@eno zdravljenje za tumor in razmerje med poskodi
tumorja ter zdravega tkiv@ecorino, 201..

Glede na delovanje ¢omo lokalno in sistemsko zdravljenje. Lokalno zdjemje je
uspesno pri zgodnjih stadijih bolezni, sistemskoktambinacija sistemskega in lokalne
zdravljenja pa se uporakta pri napredovali in sistemski bolezni. Glede na @pe
uporabe l¢imo kurativno in paliativno zdravljer (Novakovt in sod.,2009.

Glede na vrsto zdravljengo v uporabi kirurgija, radioterapija, kemoterapharmonskz
terapija, takna zdravila ter enska terapija (Novaka¥in sod., 2009).

2.2.1 Kirurgija

Za zdravljenjeaka je najbolj pogosto kirurSko zdravljenje terapija izboriza zdravljenje
¢vrstih tumorje in je uspesr predvsem pri majhnih tumorjih, ki Se niso v fazaraaije in
metastaziranjaPri odstranitvi véjih tumorjev pa je potrebno dodatno kombinire
zdravljenje z obsevanjem ali kemoterapijo, di verjetnosti prisotnostimetastaz
(Novakovk in sod., 2009).
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2.2.2 Radioterapija/obsevanje

Radioterapija je lokalen pristop zdravljenja rakéinek je omejen izkljgno na mesto
absorpcije ionizirajeega sevanja, ki poSkoduje bioloske makromolekulgprecesu
ionizacije. Prezivetje celice je odvisno od vrstaStevila poSkodb v DNA in uspeSnosti
popravljalnih mehanizmov. &ihki sevanja so lahko neposredni z nastankom dkojni
prelomov DNA ali posredni zaradi nastanka prosaéitiikalov. Le doléen volumen tkiva
izpostavimo sevanju, da okoliSko tkivo ostatien manj poskodovano. Tudi pri tem
pristopu je za vg§o uspesnost zdravljenja v uporabi kombiniranapigsas kirurgijo in
sistemskim zdravljenjem (Novakavin sod., 2009).

2.2.3. Kemoterapija

Pri konvencionalni kemoterapiji so v uporabi kentijlea ki vplivajo na DNA, RNA in
proteine. Cilj terapije je povzédi hude poSkodbe DNA in sproZzitev apoptoze v hitro
deletih rakavih celicah. Kemoterapevtikom je skupno,vgévajo na celoten organizem,
saj prekinejo cetini cikel v vseh hitro detgh celicah, vklj¢no z normalnimi, kar ima za
posledico pogoste stranské&nke. Zdravljenje se zato navadno izvaja s prekamti, da se
normalna tkiva vmes regenerirajo (Pecorino, 20@@jnerek je potrebno ponoviti tudi za
nadaljnje zmanjSevanje Stevila rakavih celic, kipezivele. V uporabi so naravni ali
sinteteni  produkti, ki imajo citotoksien Winek. Glede na nmr@n delovanja
kemoterapevtikov (citostatikov) poznamo alkilant@ntimetabolite, antibiotike s
protitumornim delovanjem, zaviralce delitvenegatem@ in inhibitorje topoizomeraz.
Velikokrat se uporablja kombinacija razlih citostatikov z razéinimi takami delovanja.
Zaradi nespecitnosti delovanja je potrebno strogo nadzorovano ogme in
prilagajanje doze (Novaka¥in sod., 2009).

2.2.4 Hormonska terapija

Hormonska terapija se uporablja za sistemsko zérgel hormonsko odvisnih rakov, kot
sta rak dojke in rak prostate. Hormoni in antagon@éhko delujejo na tumorske celice
neposredno ali posredno prek vpliva na delovanjgitircelic v organizmu. Naj¢&rat gre
Zza uravnavanje izrazanja genov razih rastnih dejavnikov, preptevanje nastajanja,
izlocanja ali aktivnosti hormonov. V uporabi so andragantiandrogeni, kortikosteroidi,
estrogeni, progestini, antiestrogeni, inhibitorpmataz, analogi hipotalatmih hormonov,
hormoni €itnice, analog somatostatina (Novakdin sod., 2009).

2.2.5 Tarna zdravila

Med takna zdravila uvi&mo zdravila, ki delujejo na specifie molekularne tée v
tumorski celici, ne pa v normalni celici¢sner naj bi slednje ostale neposSkodovane. Med
tarnimi zdravili po mehanizmu delovanjac¢l;mo monoklonska protitelesa in majhne
molekule. Monoklonska protitelesa, ki saccv®ma velika in vodotopna, najleat ciljajo
zunajceléne komponente, kot so vezavne domene receptoijégaaidi in s tem prekinejo
dolo¢eno signalno pot. Male molekule vstopajo v celicgplivajo na znotrajcelne tate.
Med takna zdravila spadajo tudi imunomodulatorji, ki péwejo, spodbujajo, zavirajo ali
kako drugde spreminjajo imunski odziv na raka (Gerber, 2008yakovi in sod., 2009).

2.2.6 Genska terapija
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Genska terapija je novejSi pristop zdravljenja rdéigo lahko uvrg§amo tudi med t&ne
terapije. Z vnosom terapevtskega gena vniartkivo poskusamo selektivno vplivati na
tumorske celice. Navadno Zelimo sproZiti izrazanjenor supresorskin genov, utiSati
ekspresijo onkogenov, spodbuditi imunski odziv ozia sproziti imunogenost tarega
tkiva, aktivirati delovanje encimov za nastanekotuksinin produktov, ki delujejo
antiangiogeno ali onkolitho (Cross in Burmester, 2006).

2.3 ELEKTROPORACIJA

Membrane so pomemben sestavni element vseh cajicaamejujejo notranjost celic od
zunanjega okolja, prav tako paigejo razltne predelke v sami celici. Cé&tie membrane
so sestavljene iz fosfolipidnega dvosloja, ki ui@xan izmenjavo snovi z okoljem in so
polprepustne, saj omogmo prehod majhnim nepolarnim in zelo majhnim paoikar
molekulam, medtem ko so neprepustne zéneevesjih vodotopnih molekul in za vse
ione. Za te snovi celice uporabljajo rénke transportne proteine, kot so kanaltipalke
(Alberts, 2010). Winkovitost Stevilnih potencialnih kemoterapevtikewako omejena, ker
ne morejo prosto prehajati v celice (Rabussay th,002).

Elektroporacija je fizikalna metoda, ki jo je pmwporabil in opisal Neumann s sodelavci
leta 1972 (Neumann in sod., 1982). Pri elektroppraelice izpostavimo zunanjemu
pulzirajotemu elektdnemu polju visoke jakosti, s katerim presezemoidrat vrednost
transmembranskega potenciala in s tem p@mwv® prepustnost célie membrane, &mer
lahko v celice vnesemo raatie molekule, kot so razhi proteini, DNA, RNA, barvila,
zdravila in ioni, ki drug&e skozi membrane ne prehajajo ali pa prehajajaimrg@asi.
Do kaksnih strukturnih sprememb membrane pride glekitroporacijo Se ni popolnoma
znano, ena od verjetnih hipotez je nastanek vodaitv membrani, skozi katere v celico
vstopijo manjSe molekule in ioni (Slika 5) (Yarmush sod., 2014). NajverjetnejSi
mehanizem za vstop makromolekul, kot je DNA, jekpraévorbe agregatov DNA na
povrSini celene membrane (Markelc in sod., 2015), ki vstopijstrani katode s procesom
endocitoze in preko endosomalnega prenosa potdpejedra (Rosazza in sod., 2016).
Medtem ko DNA molekule tvorijo komplekse z membranobliki tock, SIRNA vstopa v
celico preko celotne stranice na strani katodeeirhigro translocira do jedra (Chabot in
sod., 2013) Elektroporacija je lahko reverzibilnia ieeverzibilna, kar je odvisno od
izbranih vrednosti elekttnih pulzov (Kee in sod., 2011). Reverzibilno elekracijo
uporabljamo za vnos molekul v celice, saj celidekéapo doldéenemcasu vzpostavijo
prvotno stanje in ostanejo viabilne. Pri irevernbielektroporaciji pride do obseznih
strukturnih sprememb v membrani in se porusi sposstovzdrZzevanja homeostaze celice,
kar vodi v celtno smrt (Kotnik in sod., 2012).
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Slika 5: Shema modela nastanka por med elektrojporaa molekulskem nivoju (zgoraj) in dinainia
simulacija na atomskem nivoju (spodaj). (a) Nekion dvosloj, (b) vodne molekule vdirajo v dvosl)
preusmeritev polarnih glav lipidov proti vodnim rekblam v dvosloju in stabilizacija pore (Yarmush in
sod., 2014: 297).

Prednost uporabe reverzibilne elektroporacije kadportnega mehanizma je v tem, da ni
odvisen od prenasalnih mehanizmov celice in gadalgorabljamo pri vseh céhih tipih

ter v vseh fazah celega cikla, proces pa sam po sebi ni bioloSkoaokdinino toksten.
Ucinkovitost te metode je kljub temu precej odvisklalastnosti celic. Pri majhnih celicah
je za permeabilizacijo potrebno visje elekin polje, celice z manj prevodno vsebino (npr.
adipociti) so tudi manj dovzetne. V heterogenemnaulse lahko prag, potreben za prenos,
torej precej razlikuje. Kot pri vseh fizikalnih noetah pa pride do stranske Skode,
predvsem zaradi prehodne posSkodbe membrane, kkateréh primerih vodi v cetho
smrt (Hui, 2008). Po elektroporaciji lahko pridedittdo osmotskega nabrekanja celic,
okrevanje elektroporiranih celic pa je odvisno adizpih pogojev in tipa celic. Raziskava,
ki so jo opravili Rabussay in sod. (2002), je p@taz da so normalna tkiva pod istimi
pulznimi pogoji manj dovzetna za poskodbe zaragktebporacije kot tumorska tkiva.

2.2.1 Elektrokemoterapija

Elektrokemoterapija je strategija lokalnega zdexvlp rakavih obolenj, pri kateri gre za
kombinacijo kemoterapije in dovajanja visokonapgtibselektrtnih pulzov za povwanje
prepustnosti celne membrane. Kemoterapija je namr€inkovita samo v primeruge
lahko protitumorna ¢ginkovina uspesSno prehaja cglo membrano (Slika 6) (SerSa in sod.,
2008). Elektroporacija protitumornih ¢imkovin je pokazala w&kratno poveéano
terapevtsko &inkovitost v primerjavi z uporabo samecinkovine, saj je olajSano
prehajanje &inkovine in s tem pou&na citotokginost (Campana in sod., 2016). Prednost
lokalizirane toksinosti na elektroporirano tkivo je v zmanjSanju esisskih nezelenih
stranskih dinkov in logaritemskem povanju &inkovitosti protitumornih ginkovin. V
klini¢ni uporabi sta dve takicinkovini, in sicer bleomicin (Tounekti in sod., 1®9ter
cisplatin (SerSa in sod., 2000). Bleomicin je edatakih protitumornih &énkovin, ki je
hidrofilna in slabo prehaja cétio membrano, z uporabo elektroporacije pa je njegov
ucinek do 1000-krat wgi. Bleomicin v celici deluje kot encim, ki povzfibobseznejSe
prelome DNA vij&nice, in ima tako m&n intrinzéni citotokstni ucinek (Miklawci¢ in
sod., 2012). Z elektrokemoterapijo z bleomicinorhkta dosezemo selektivho denje
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tumorskega tkiva z veliko manjSo Skodo na okoliSkeonmalnem tkivu, kot pri sami
kemoterapiji (Gehl, 2008).
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Slika 6: Osnovni koncept elektrokemoterapije. giclranju (intravenozno ali intratumorsko) protitorne
ucinkovine sledi (b) lokalna aplikacija elektnih pulzov, ki reverzibilno permeabilizirajo catio membrano,
slabo prehodna tumorska&inkovina skozi pore vstopi v celico, (c) pore s@rego, kemoterapevtik ostane
ujet v celici in (d) jo ubije (Miklavi¢ in sod., 2012: 1214).

2.3 VLOGA C&"'V CELICI

Ccd" je univerzalen sekundarni spsevalec, ki ga najdemo v vseh celicah in je vplaten
regulacijo Stevilnih cefinih procesov (Giorgi in sod., 2008). ¢dama v celici znailno
distribucijo, v citosolu ga najdemo v zelo nizkibricentracijah, in sicer okrog 100 nM,
medtem ko je zunajceha koncentracija 1 — 2 mM (Stewart in sod., 2018 zn&ilnost
mu omogda vlogo spordevalca, ki regulira citosolne od Eadvisne encime in funkcije,
ko se njegova lokalna koncentracija dvigne nad .pkageelici zato obstajajo Stevilni
mehanizmi, ki vzdrZujejo nizko in stabilno citosolfoncentracijo C&4. Ti mehanizmi
vkljuc¢ujejo aktivnost transmembranskih transporterjewn@kki, prenasalci), ki prenasajo
Ca" proti gradientu in visoko afinitetne Eavezavne proteine. Vsak dvig citosolne
koncentracije C& nad 500 nM pomeni za celice stres in vidjie tudi sodelovanje
mitohondrijev, ki koptijo preseZzek Cd v matriksu. Signalizacija tako poteka z lokalnimi
prehodnimi dvigi koncentracije €a ki nato vplivajo na $tevilne cefie funkcije, med
drugim tudi na cetini metabolizem, delitev, diferenciacijo, mobilndst celicno smrt
(Cerella in sod., 2010). Do dviga znotrajéeé koncentracije Ga lahko pride po dveh
poteh: a) s spréd&njem iz znotrajcetnih zalog, véinoma iz endoplazemskega retikla, ali
b) vstop C& iz zunajceknega okolja preko odprtia membranskih*C&anatkov,
prenasalcev ter por. Ko €aaktivira svoje tate, ga mora celica hitro odstraniti iz citosola
oziroma spraviti njegovo citosolno koncentracijo gsmovno raven, tako da g&atga iz
celice ali tako da ga ponovno shrani v znotrajoelirezervoarje (endoplazemski retikel
(ER) in mitohondrije) (Patergnani in sod., 2011).

2.3.1 C&"in celigna smrt

Cc&" ima v rakavih (in drugih) celicah dvojno vlogoj saliva tako na proliferacijo kot na
apoptozo (Orrenius in sod., 2003; Schwarz in spdl3). Amplitudacas in prostorska
lokalizacija sprememb v koncentraciji citosolneg® ‘Go kljutnega pomena za ddéknje

usode celice (Berridge, 1995). V sploSnem majhr@hpdni dvigi citosolne koncentracije
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Cd* (nizke do srednje nM) uravnava ¢eld proliferacijo, medtem ko trajnejsi in
obcutnejSi (visoke nM dquM) dvigi koncentracije ponavadi sprozijo apoptog(in sod.,
2011).

Celicna smrt je eden od pomembnih ¢elh mehanizmov za vzdrZevanje tkivne
homeostaze in odstranjevanje poskodovanih celi@délna morfoloSke spremembe,
zaetne signale ali vpletenost kaspaz, lahkocoelismrt razdelimo v tri glavne kategorije:
a) apoptoza, b) avtofagija in ¢) nekroza. Katereipw celcne smrti bo celica podlegla, je
odvisno predvsem od drazljaja. Apoptoza jeinmreguliran proces, ki je visok@&inkovit

in energetsko potroSen, vkiuje pa veé poti celcne signalizacije. Okvare v teh poteh
lahko vodijo med drugim v rakava obolenja, avtoiskenin nevrodegenerativne bolezni.
Rezultat apoptoze je organiziran propad celicedepmlo kEenja celice, kondenzacije
kromatina, cepitve DNA in proteinov, fragmentactj@poptoténa telesca in fagocitoze s
strani sosednjih celic. Aktivacija p@t preko dveh poti, in sicer preko receptorjev smrti
(ekstrinzEéna pot) in preko mitohondrijev (intrinfma pot), v obeh poteh pa so vkigni
encimi kaspaze in regulatorni proteini (Giorgi mds 2008). IntrinZina pot celine smrti
prek mitohondrijev nastopi zaradi permeabilizacimanje mitohondrijske membrane in
sprostitve mitohondrijskih proteinov, odpiranje lppenih por pa lahko med drugim sproZi
visoka koncentracija G& v mitohondrijskem matriksu. Mitohondrijske prehedpore
sicer ve&inoma povezujejo z nekrozo, vendar lahko v nelatprimerih pride tudi do
uhajanja proapoptatnih proteinov, kot so citokrom c, AlF (apoptozo utrajosi faktor)

in drugi. V citosolu so poleg tega tudi Stevilniofmini, ki so vpleteni v citotok&nost,
posredovano s G&(Slika 7) (Zhivotovsky in Orrenius, 2011). Nekiota celéna smrt ni
rezultat ene same signalne kaskade, ténweosledica obseZznega medsebojnega vpliva
med Stevilnimi biokendnimi in molekulskimi dogodki na W& celicnih nivojih. OpiSemo
jo lahko z nabrekanjem citoplazme, ireverzibilnippskodbami cethe membrane in
propadom organelov, céha vsebina pa se izlije v zunaj¢elo okolje (Giorgi in sod.,
2008). Avtofagna ceina smrt je morfolosko definirana kot c¢ela smrt, pri kateri ne
potete kondenzacija kromatina, spremlja pa jo obseZtwHayna vakuolizacija citoplazme
(Klionsky in Emr, 2000).
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Slika 7: Nekatere znotrajcétie tate vpletene v citotokshost posredovano s €a Prisotnost C& v
razli¢nih znotrajceknih razdelkih vodi v aktivacijo razihih molekul, ki so vpletene v signalizacijo ¢ele
smrti. Zaradi motenj v C signalizaciji lahko pride do aktivacije Stevilnititotoksicnih mehanizmoyv,
vkljuéno s prehodno permeabilnostjo mitohondrijev in genja citoskeletne organizacije. S°CsproZena
aktivacija NO sintaz, kalcinevrina, transglutamin&alpaina, fosfolipaz ali endonukleaz je povezana
razlicnimi oblikami apoptotine celtne smrti (Zhivotovsky in Orrenius, 2011).

Glede na naravo in resnost drazljaja, pa tudi gledeeléni tip, lahko pride do razinih
oblik celicne smrti (Slika 8). V nekaterih primerih lahko mricbb zavrtju funkcije
dolocenega znotrajcelinega razdelka do preklopa iz ene vrstecoelismrti v drugo. Na
primer, inhibicija mitohondrijskega energijskegataimlizma (znizanje ATP) lahko vodi v
preklop iz apoptoze v nekrozo ali celo avtofaggbigotovsky in Orrenius, 2011).
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Slika 8: Shematski prikaz usode celice glede navtadrazljaja (Cerella in sod., 2010).
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2.3.2 C&"in zdravljenje raka

Predklingne Studije, ki so jih opravili na nekaterih ¢eih linijah, sferoidih in misjih
tumorskih modelih so pokazale, da ima elektropgaacikombinaciji z raztopino Cagl
podobne tinke kot elektrokemoterapija (Frandsen in sod., 2202014). Vstop
zunajcelénega C& v celice skozi pore v ceéfi membrani med elektroporacijo naj bi
povzrail bioenergetski izpad, hitro izgubo membranskegnitete in posledno nekrozo.
Prevelika kolkina C& sprozi prehodno prepustnost mitohondrijev (izguba
transmembranskega potenciala mitohondrijske na@ramembrane) in s tem ovira
produkcijo ATP v mitohondrijih, kar vodi v motnjeomeostaze in normalnih cétih
funkcij (Zong in Thompson, 2006). Glede na to, dazp izvedbo apoptoze potrebna
zadostna kolina ATP, da potée regulirana razgradnja celice, s°*Cposredovana motnja
pri tvorbi energije najverjetneje povzianekrozo (Morotomi in sod., 2014). Frandsen in
sod. (2012) na osnovi svojih rezultatov navajaje, itha intratumorsko injiciranje
raztopine CaGl v kombinaciji z elektroporacijo nekatere prednogtied drugimi
terapijami, ne samo zaradi dostopnosti, cenovn@magti in varnosti pri rokovanju, pa
pa ta tudi nima sistemske to&sosti. Kljub temu so potrebne nove raziskave glgteka
kombinacije elektroporacije in raztopine Ca@4 razléne tumorske in normalne celice.
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3 MATERIAL IN METODE

Raziskovalno delo smo opravili na Oddelku za ekspamtalno onkologijo OnkoloSkega
instituta Ljubljana v letu 2015 in 2016.

3.1  CELENE LINIJE IN GOJENJE CELIC

Pri eksperimentih smo uporabili Stiri gale linije, in sicer BL6F1 (American Type Culture
Collection; ATCC, Manassas, ZDA), FaDu (ATCC), CHATCC) in HUVEC (ATCC).
B16F1 je tumorska celna linija miSjega melanoma, FaDu je humanacnoalilinija
ploXatoceltnega karcinoma ustnega zrela, CHO je ¢oali linija ovarijskih celic
kitajskega htka, HUVEC pa je humana cétia linijja endotelijskih celic popkowmne
vene. Celice B16F1 smo gojili v gaji$ AMEM (Advanced minimum essential medium,
Gibco, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, ZDA)Jliee FaDu smo gojili v goji&u
Advanced RPMI 1640 (Gibco). Celice CHO smo gojilg®jis<tu Advanced DMEM/F-12
(Gibco) ter celice HUVEC v gojtsi Advanced DMEM (Gibco). Gojgm smo dodali
fetalni goveji serum (FBS; Fetal Bovine Serum, Gibw kortni koncentraciji 5%
(vol/val), L-glutamin (10 mM; GlutaMax, Gibco), peiin (100 U/ml; Grinenthal,
Aachen, Nertija) in gentamicin (50 mg/ml; Krka, Novo mesto, &aoija). Celice smo
gojili v 15 cm Petrijevih plogah (Petri dishes, Techno Plastic Products, TPRatiagen,
Svica) v inkubatorju (HERAcell® 240 GOlncubator, Kendro Laboratory Products,
Langenselbold, Netija) pri 37 °C v vlazni atmosferi s 5 % ogljikovegi@oksida (CQ).
Celice smo za in vitro poskuse uporabili v ekspomefazi rasti. Gojise smo odstranili,
celice sprali z 1x fosfatnim pufrom (PBS; Merck Mdre, Darmstadt, Neé&ja) in jih
locili od podlage z raztopino 0,25% tripsina z etilemdin tetraacetatom (EDTA) v
Hankovem pufru (Gibco).

3.2 PRIPRAVA RAZTOPIN MOLEKUL
3.2.1 Raztopina CaCl

Zalozno raztopino Caglv koncentraciji 250 mM smo pripravili iz CabH,0 (Merck
Milipore, Merck, MA, ZDA) in destilirane vode. Zatao raztopino CaGlsmo pred
vsakim poskusom posebej raztidigd da smo dobili serijo ko¥nih koncentracij, in sicer
smo uporabili 5x18 M, 4x10° M, 3x10° M, 2x10° M in 1x10° M raztopino CaGlv
celiéni suspenziji.

3.2.2 Raztopina bleomicina

Zalozno raztopino bleomicina v koncentraciji 2,1@%IM smo pripravili iz Bleomycin
medac (Medac, Wedel, Néija) in destilirane vode. Alikvote po 2Q@ smo shranili pri -
20 °C do uporabe, za vsak poskus smo odmrznili magztopino. ZaloZno raztopino smo
tik pred poskusom serijsko r&tl z destilirano vodo do kamih koncentracij 1,4xI0M,
1,4x10" M, 1,4x10° M, 1,4x10° M in 1,4x10' M bleomicina v celini suspenziji.

3.3 ELEKTROPORACIJA V PRISOTNOSTI RAZTOPINE CalN VITRO

Celicam v eksponentni fazi rasti smo odstraniligej, jih sprali z 10 ml PBS in nato
dodali 5 ml raztopine tripsina, da so se odlepdepodlage in jih sprali z 10 ml go§ig v
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50 ml centrifugirko. Celice smo s centrifugiranj€b®00 rpm, 5 minut, sobna temperatura)
(THERMO, Heareus MULTIFUGE 1S-R Centrifuge, WalthaMA, ZDA), lo¢ili od
tripsina in gojiga. Supernatant smo odstranili in celice resuspahdir5 ml hladnega (4
°C) elektroporacijskega pufra (125 mmol/l saharox@, nmol/l K.HPQ,, 2,5 mmol/l
KHoPOy, 2 mmol/l MgChx6H,0) in jih ponovno centrifugirali (1500 rpm, 5 mijut
Supernatant smo zopet odstranili in celice resudipgnv 150 — 20Qul (glede na velikost
peleta, 15Qul za 5-10x18 celic) hladnega elektroporacijskega pufra ind®lisuspenzijo
hranili od tega koraka naprej na ledu. Celice s®@@xIrectili (10 pl celicne suspenzije v
990 ul PBS), jih presteli s pon®o hemocitometra in za tem natao izmerili Se volumen
celicne suspenzije. S por§jo dobljenih podatkov smo iz¢anali, s kolikSnim volumnom
elektroporacijskega pufra moramo ¢abb suspenzijo razrédi, da pripravimo primerno
koncentracijo celic. Za eno elektroporacijo morarmeti 1x16 celic v 40 pl
elektroporacijskega pufra. Pripravili smo Sest mdantrifugirk, v vsako odpipetirali 88
pripravljene celine raztopine in jih dali na led. Tik pred elektrogpajo smo kontrolni
skupini dodali 22pl destilirane vode, ostalim petim skupinam pa po [R2razli¢nih
koncentracij raztopine Caf£l in s pipetiranjem dobro premeSali vsebino
mikrocentrifugirke. Za vzorec brez elektroporagp@o 50ul celicne suspenzije prenesli
direktno na testno pléé s 24 vdolbinicami (Ultra low attachment 24-wdkte, Corning)
in ji dodali 1 ml ustreznega go§i&. Za vzorec z elektroporacijo smo preostalih b0
suspenzije najprej prenesli med dve vzporednidplb&Elektrodi iz nerjaviega jekla z
razmikom 2 mm, povezani s pulznim generatorjem GT{Bakulteta za elektrotehniko,
Univerza v Ljubljani, Ljubljana, Slovenija). Natan® dovedli 8 pravokotnih elekénih
sunkov (razmerje med amplitudo in razdaljo 1300n¥/¢rajanje 10Qus in frekvenca 1
Hz). Elektroporirano kapljico smo stresli v vdollmo testne plo& in ji po 5 minutni
inkubaciji na sobni temperaturi dodali 1 ml ustrega gojisa. Med posameznimi
elektroporacijami smo elektrodi sprali v 70 % etana ju dobro obrisali s sterilno gazo.

Za pozitivno kontrolo smo uporabili citostatik brewin v nara&ajocih koncentracijah po
enakem protokolu kot za elektroporacijo z raztopgdaL}.

3.3.1 Test citotoksinosti

Pred nasajanjem celic (1>¥1€elic) na dve mikrotitrski pla$s 96 vdolbinicami (Corning),
smo jih morali razretiti, in sicer za skupine brez elektroporacije p@Q@elic/vdolbinico,
za skupine z elektroporacijo pa po 2000 celic/viohitio. Za vsako od dvanajstih skupin
smo si v 15 ml centrifugirkah (Falcon, Thermo Fisl&cientific) pripravili kolgino
suspenzije celic za 30 vdolbinic. Za skupine biekteoporacije smo odpipetirali po 30
celicne suspenzije v 297@l gojiséa in za skupine z elektroporacijo 69 celicne
suspenzije v 294@Q gojis¢a. Vsebino centrifugirke smo dobro premesali, jengsli v
kadicko, nato pa z 8-kanalno pipeto prenesli po 10Celicne suspenzije v dvanajst
(kontrola) oziroma Sestnajst vdolbinic testne §0S 96 vdolbinicami. V Stiri vdolbinice
smo dali po 10Qul gojis¢a brez celic, kar smo uporabili za odStevanje @adpe plo&
smo dali v inkubator na 37 °C in 5 % atmosfero,@® 72 ur.

Po 72-urni inkubaciji smo izmerili viabilnost celipo elektroporaciji v prisotnosti
raztopine CaGl ali bleomicina z reagentom PrestoBlueCell Viability Reagent
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Reagent buge resazurin, ki se v metabolno
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aktivnih celicah reducira v fluoresasam rezorufin. Po 1Ql reagenta smo dodali v vsako
vdolbinico in po 30 minutah inkubacije pri 37 °C wiazni 5 % atmosferi COizmerili
intenziteto fluorescence pri 535 (ekscitacija)/g@misija) nm scitalcem mikrotiterskinh
plo& (Infinite 200, Tecan, Mannendorf, Svica). Dobljenirednostim vsake vdolbinice
smo odSteli ozadje in za vsako skupino darali delez prezivelih celic, tako da smo
vrednosti fluorescamega signala normalizirali na vrednosti kontrolkegsne.

3.3.2 Dol@&anje znotrajceliéne koncentracije ATP

Po elektroporaciji celic v kombinaciji z raztopi@@Ch ali bleomicina smo celicam dodali
1 ml primernega goj& in jih inkubirali 1 h pri 37 °C in vlazni atmosies 5% CQ. Po
inkubaciji smo celice iz testne plass 24 vdolbinicami prenesli v mikrocentrifugirkejin
centrifugirali (10 minut, 12.000 g) (Heraeus Fre&docentrifuge, THERMO), nato pa je
sledila ekstrakcija znotrajcéhega ATP po protokolu Yang in sod. (2002). Supamiat
gojis¢em smo odlili, pelet celic resuspendirali z 1 mglerdestilirane KD, sc¢imer smo
celice lizirali in inaktivirali ATPaze ter ostaleneime, ki porabljajo ATP, nato pa dobro
preme3ali na vibracijskem me3alniku (EV-100, TetanZelezniki). Mikrocentrifugirke
smo takoj dali na led in jih znova centrifugiralindinut pri 4 °C (12.000 g) ter jih nato
hranili na ledu do analize (nagé h). Koncentracijo znotrajcéhega ATP smo dotali z
Molecular probes® ATP Determination Kit (Invitrogeli temelji na aktivnosti luciferaze
za tvorbo svetlobe ob prisotnosti ATP po nasledsgkciji:

Mg2+ o
oksiluciferin + AMP +

luciferin + ATP + 02 Tneitermzs piI’OfOSfat + 002 + svetloba

Najprej smo izmerili luminiscenco ozadja, tako damosv bele testne pleé s 96
vdolbinicami (Corning) napipetirali po 104 standardne reakcijske raztopine, ki smo jo
predhodno pripravili po navodilih proizvajalca iorperili luminiscenco ozadja&talcem
mikrotiterskih plog Infinite 200, ki smo mu predhodno odstranili filtea emisijo. Nato
smo pripravili standardne raztopine ATP v koncesifgh 1x10° M, 10x10° M, 50x10°

M, 1x10° M, 5x10° M, 1x10° M in 5x10% M ter izmerili luminiscenco. Dobljenim
vrednostim smo odsteli luminiscenco ozadja in ndiracheritveno krivuljo. Za dolsitev
ekstrahirane znotrajcéhe koncentracije ATP smo v vdolbinice prenesli po
supernatanta in dodali 9@l standardne reakcijske raztopine ter takoj izmeril
luminiscenco. Za vsako skupino smo iz kwmle nastale svetlobe s potjm umeritvene
krivulje izracunali delez ATP in vrednosti normalizirali glede kantrolne skupine.

3.3.3 Barvanje po Giemsi

Po elektroporaciji celic in 5-minutni inkubaciji rebni temperaturi smo takoj pripravili
tudi citoloSke preparate, ki smo jih diferencialbarvali po Giemsi. Uporabili smo Stiri
skupine celic, in sicer kontrolno skupino, skupmwaztopino CaG| EP in EP z raztopino
CaClb. Uporabili smo IGy koncentracijo, to je koncentracija Calki povzrai odmrtje 50
% celic. Za pripravo preparatov smo celice raZited PBS pufru, da smo dobili po 4000
celic v 80 yl PBS. Suspenzije smo takoj nanesli na citospinjihncentrifugirali v
citocentrifugi (Shandon Cytospin Il Cytocentrifugghandon, Thermo Fisher Scientific) 4
minute pri 1000 obratih na minuto s filtrom za odive tek@ino (Shandon filter cards,
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Thermo Fisher Scientific). Objektna stekla (Supesti Plus Microscope Slides, Thermo
Fisher Scientific) smo nato susili na zraku vsajrhut. Zatem smo jih inkubirali v
absolutnem metanolu 15 minut, odlili metanol ingjrali z vodo vodo. Sledilo je barvanje
z razredenim barvilom Giemsa (Merck Milipore, Merck, Néia), ki smo ga sproti
pripravili iz 8,5 ml fosfatnega pufra (Merck) inSLil barvila ter ga nakapali na objektna
stekla, barvilo smo pustili delovati 15 minut. Oldjea stekla smo dobro sprali pod té&o
vodo in jih vsaj 30 minut suSili na zraku. Na olijek stekla smo nato nanesli medij za
pokrivanje (Coverslipping Resin, Tissue-Tek, Sakbraetek Europe, Alphen aan den
Rijn, Nizozemska) in jih pokrili s krovnimi stekeldviorfologijo celic smo si ogledali pod
svetlobnim mikroskopom BX-51 (Olympus, Hamburg, Nga) in slike zajeli z digitalno
kamero DP72 CCD (Olympus).

3.4  TEST NASTANKA KAPILARAM PODOBNIH STRUKTUR ENDOELIJSKIH
CELIC

Po elektroporaciji endotelijskih celic HUVEC v ptsosti raztopine Caglkmo preverili
tudi winek na nastanek kapilaram podobnih struktur ediggitidn celic pri 1G5
koncentraciji. Za test smo uporabili pteSza spremljanje angiogeneze s 15 vdolbinicami
(u-Slide Angiogenesis; Ibidi, Miinchen, Neéfa) (Slika 9), katerih dno smo prekrili z
ekstraktom zunajcélnega matriksa, izoliranega iz miSjega Engelbreth¥H8warm
sarkoma (Matrigel; BD Matrigel Basement Membrane Matrix; BD Biosciences).
Endotelijske celice zmejo v stiku s podlago iz Matrigela migrirati inotiti povezave, da
nastanejo strukture podobne kapilaram.

Slika 9:p-Slide Angiogenesis pléika za spremljanje angiogeneze.

Pred elektroporacijo smo dno vdolbiniecSlide plogic prekrili z 11 pl Matrigela in
plo&ice inkubirali pol ure pri 37 °C v vlazni atmosfexi5% CQ, da se je strdil. Za test
smo uporabili Stiri skupine, in sicer kontrolno pkwo brez elektroporacije, skupino z
elektroporacijo (EP), skupino z raztopino CaQirez elektroporacije ter skupino z
raztopino CaGlin elektroporacijo. Za poskus smo uporabili koricaeijo 1Gso (3%x10° M
raztopina CaG). Po elektroporaciji in 5-minutni inkubaciji celi@a sobni temperaturi smo
celice ponovno presteli s hemocitometrom in 2,4>cHic v 50l ustreznega goji& takoj
nasadili v vdolbinicgu-Slide plogic. Po nasaditvi smo celice inkubirali 2 — 3 ure3f °C

in v vlazni atmoferi s 5 % Cf£do nastanka kompleksov kapilaram podobnih strutdur
jih nato pobarvali s fluorescénim barvilom za zive celice (Calcein-AM Bioreagent,
suitable for fluorescence; Sigma-Aldrich). Slikeeparatov smo zajemali z digitalno
kamero Olympus DP72 CCD (Olympus), povezano z inu@ar mikroskopom Olympus
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IX-70 (Olympus) z ustreznimi filtri (filter za ek&acijo: 460-490 nm; filter za emisijo: 515
nm).

3.5 TEST CELJENJA RANE

S testom celjenja »rane« smo spremljali vpliv elghodracije v prisotnosti raztopine CacCl
na sposobnost migracije celic prisfkoncentraciji. Uporabili smo posebne ples 24
vdolbinicami in silikonskimi vstavki (24 Culturegerts, Ibidi) (Slika 10). Silikonski
vstavki so v obliki dveh dodatnih vdolbinic, v katemo nasadili celice. Po vzpostavitvi
celicnega monosloja smo silikonske vstavke previdnoradst s sterilno pinceto in tako
dobili »rano« oziroma 50Qum = 50 um velik razmik med nasajenimi celicami. Po
odstranitvi silikonskih vstavkov smo celicam dodaditrezno goji& z dodanim FBS in
antibiotiki ter nato pod mikroskopom spremljali jegije »rane« oziroma migracijo celic v
razmik med nasajenimi celicami.

Slika 10: Test celjenja rane. (a) Posebne g@das 24 vdolbinicami in silikonskimi vstavki za testljenja
rane. (b) Postopek nasajanja celic in odstranitikosskih vstavkov s sterilno pinceto.

Sprva smo optimizirali Stevilo celic, potrebnih wzpostavitev cetinega monosloja v 24
urah po nasajanju, in nato po odstranitvi silikagek vstavka spremljali migracijo celic.

Optimizirano tevilo celic HUVEC, FaDu in CHO jeldix10 celic v 70pl primernega
goji&ka. Test ni primeren za B16F1 celice, saj téneg migrirati Sele po 30 urah po
odstranitvi silikonskih vstavkov, v temdasu pa zénejo tudi rasti v v& plasteh in
posledéno odmirati.

Za test celjenja »rane« smo takoj po elektroparagyrisotnosti raztopine CagV vsako
vdolbinico nasadili Stiri skupine celic (kontrols&upino brez EP, skupino z EP, skupino z
raztopino CaGl ter skupino z EP in raztopino CalChv 70 pl primernega goj& z
dodanim FBS in antibiotiki. Po 24 urah inkubacijg ®7 °C v vlazni atmosferi 5% GO
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oziroma po vzpostavitvi c€élnega monosloja smo s sterilno pinceto previdnoradsi
silikonske vstavke in v vsako vdolbinico dodalilsenl primernega goj&&a z dodanim FBS
in antibiotiki. Migracijo celic smo spremljali s ikhnjem “rane” z digitalno kamero
(Olympus DP72 CCD; Hamburg, Neéna), ki je bila povezana =z invertnim
fluoresceknim mikroskopom (Olympus 1X-70, Hamburg, Né&pa), in sicer ob¢asu 0 h
(takoj po odstranitvi silikonskih vstavkov), nata pa vsakih nekaj ur, dokler se »rana« ni
popolnoma zacelilaCas slikanja smo optimizirali za vsako ¢al linijo posebej, saj
nekatere zénejo opazno migrirati Sele nekaj ur po odstransilikonskih vstavkov. Na
zajetih slikah smo z tanalniSkim programom Fiji (Schindelin in sod., 2D22 vsaki
casovni t@ki kvantificirali razmik med celicami, iz dobljenipodatkov smo za vsako
skupino narisali graf odvisnosti velikosti razmikeed celicami [piksel] odasa [h]. 1z
ena&be linearizirane krivulje smo nato @thli naklon krivulje, ki je predstavljal hitrost
migracije celic. Stopnjo migracije celic smo za ksakupino izraunali tako, da smo
naklon krivulje poskusnih skupin normalizirali nakton krivulje kontrolne skupine.

3.6  STATISTCNA ANALIZA REZULTATOV

Za statisttno analizo in graéni prikaz rezultatov smo uporabili program SigmaPlo
Software (verzija 12.0, Systat Software, LondonliR&eBritanija). Za vsako praievano
skupino smo s testom Shapiro-Wilk preverili, ali godatki normalno porazdeljeni ter
izracunali aritmettno sredino in njeno standardno napako. Skupine smed sabo
primerjali z enosmerno analizo variance (One wayOMA\). S Holm-Sidakovim testom
smo primerjali razlike med posameznimi skupinanm. \Beh testih smo za statisib
zn&ilne rezultate uposStevali tiste, katerih P-vrednediila manjSa od 0,05.
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4 REZULTATI

4.1  CITOTOKSCNI UCINEK ELEKTROPORACIJE CELIC V KOMBINACUI Z
RAZTOPINO CaC}

Glede na zadnje raziskave, kjer so ugotavljadi, elektroporacija v prisotnosti visokih
zunajcelénih koncentracij CaGlvpliva na prezivetje tumorskih celic ter ima déecialen
ucinek na tumorske in normalne celice, smo za poskztseli Stiri celéne linije, dve
tumorski in dve normalni. Od slednjih je bila erzbrana endotelijska ceéfia linija
(HUVEC), s katero smo zeleli posredno ugotouig, ima @inek tudi na tumorsko zilje.
Najprej smo s testom citotoksiosti (Slika 11-14) na vseh celicah spremlja@iinek na
prezivetje celic 72 ur po elektroporaciji v komkinaz raztopino CaGl Za pozitivho
kontrolo smo naredili Se elektrokemoterapijo z bhig@mnom po istem protokolu.
Statisttno zn&ilno zmanjSano prezivetje celic opazimo pri BL6RIHUVEC celicah ze
pri nizjih koncentracijah Cagl medtem ko ¢&nkuje na FaDu Sele pri vi§jih
pridobljenih podatkov smo iz¢anali ICso koncentracije, ki je bila za B16F1 2.2x1M,
za HUVEC 3.1x18 M, za FaDu 4x18 M in za CHO 5x18 M CaCh. Bleomicin ima
mocan citotoksten winek na vse Stiri calne linije, 1Go koncentracija za celice CHO
zna3a 6.9x18" M, za HUVEC 3.9x18° M, za FaDu 5.7x18 M in za B16F1 8.7x1¢
M. Elektroporacija v prisotnosti raztopine CaGé najmanj citotoksno delovala na
normalne celice CHO in bolj na tumorske B16F1 taD#&, precejSnje citotoksio
delovanje pa smo dokazali tudi na endotelijskiliceél HUVEC, kar do zdaj ni bilo znano.
Sama elektroporacija celic brez CaGCztopine je v povpegu pri vseh celinih linijah
znizala prezivetje zaR5 % proti kontrolnim neizpostavljenim celicam.

Preglednica 1: 16 koncentracije CaGlin bleomicina pri elektroporaciji za posameznedrd linije.

CELI CNA LINIJA ICs5c KONCENTRACIJA

bleomicin (M) CaCl, (M)
B16F1 8.7x10° 2.2x10°
FaDu 5.7x10¢ 4x10°
HUVEC 3.9x10% 3.1x10°

CHO 6.9x10" 5x10°
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Slika 11: Test citotok&nhosti za celino linijjo B16F1 72 ur po elektroporaciji v prisosibraztopine CaGl
ali elektrokemoterapiji z bleomicinom. *p<0,05 meklipinami brez EP in z EP pri isti koncentracijiGLa
ali bleomicina.Crtkanaérta predstavlja 1§ koncentracijo. Koncentracijska skala pri Cafél linearna, pri
bleomicinu pa logaritemska.
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Slika 12: Test citotoksnosti za cetino linijo FaDu 72 ur po elektroporaciji v prisottiosztopine CaGlali
elektrokemoterapiji z bleomicinom. *p<0,05 med sikiggni brez EP in z EP pri isti koncentraciji Ca@li
bleomicina. Crtkana érta predstavlja 1§ koncentracijo. Koncentracijska skala pri Cag@ linearna, pri
bleomicinu pa logaritemska.
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Slika 13: Test citotoks&nosti za cetino linijo HUVEC 72 ur po elektroporaciji v prisotst raztopine CaGl
ali elektrokemoterapiji z bleomicinom. *p<0,05 meklipinami brez EP in z EP pri isti koncentracijiGLa
ali bleomicina.Crtkanaérta predstavlja 1§ koncentracijo. Koncentracijska skala pri Cafél linearna, pri
bleomicinu pa logaritemska.
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Slika 14: Test citotoks&nosti za cetino linijo CHO 72 ur po elektroporaciji v prisotnostztopine CaGlali
elektrokemoterapiji z bleomicinom. *p<0,05 med sikiggni brez EP in z EP pri isti koncentraciji Ca@li
bleomicina. Crtkana érta predstavlja 1§ koncentracijo. Koncentracijska skala pri Cag@ linearna, pri
bleomicinu pa logaritemska.

4.2 UCINEK ELEKTROPORACIJE V KOMBINACIJI Z RAZTOPINO CaGINA
ZNOTRAJCELICNO KONCENTRACIJO ATP
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Spremljali smo tudi tinek elektroporacije na znotrajagio koncentracijo ATP v
kombinaciji z raztopino Caglker smo zeleli raziskati ali res pride do upadePAzaradi
vdora C&', kot je opisano v literaturi. Koncentracijo ATP enuolaali po 1 uri
inkubacije, da so si celice v tefasu nekoliko opomogle. Pri vseh ¢elh linijah opazimo
po elektroporaciji v kombinaciji z raztopino CaGhnizanje znotrajcaine koncentracije
ATP, ki je odvisno od koncentracije CaGh kaze podoben trend kot krivulja pri testu
citotoksinosti. Pri elektrokemoterapiji z bleomicinom kontanija ATP pri vseh calnih
linijah strmo pade samo pri visjih koncentracij&fer veiina celic odmre, calni liniji
CHO in HUVEC sta na terapijo nekoliko boljatiljivi kot B16F1 in FaDu (Slika 15-18).
Pri vseh celinih linijah smo opazili'l10 % znizanje znotrajcehe koncentracije ATP pri
sami elektroporaciji proti kontroli. Ceha linija B16F1 je bila najbolj @dotljiva, ker se
raven ATP mono zniza Ze pri najmanjSi uporabljeni koncentra¢jUVEC in CHO
kazeta precej podoben trend, ggmer je pri HUVEC nekoliko bolj strm. NajmanjSi upa
koncentracije ATP je pri FaDu.
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? 1 1 1 -

2
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~ 0.1 - —@— CaCl, * * * 014 —¥BLM

1 —— EP+CaCl, 1 ==/ EP+BLM
0 10%  2x10°% 3x10® 4x10°% 5x10°3 10" 1010 10° 108 107 106
koncentracija CaCl, (mol/l) koncentracija bleomicina (mol/l)

Slika 15: Delez znotrajce&lega ATP pri cetini liniji BL6F1 1 uro po elektroporaciji v prisotat raztopine
CacCl, ali elektrokemoterapiji z bleomicinom. *p<0,05 msklipinami brez EP in z EP pri isti koncentraciji
CacCl, ali bleomicina. Koncentracijska skala pri Cafel linearna, pri bleomicinu pa logaritemska.
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Slika 16: Delez znotrajcelega ATP pri cetini liniji FaDu 1 uro po elektroporaciji v prisotribsaztopine
CaCl, ali elektrokemoterapiji z bleomicinom. *p<0,05 meklupinami brez EP in z EP pri isti koncentraciji
CacCl, ali bleomicina. Koncentracijska skala pri Cafel linearna, pri bleomicinu pa logaritemska.
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Slika 17: Delez znotrajceliega ATP pri cetini liniji HUVEC 1 uro po elektroporaciji v prisotisti
raztopine CaGlali elektrokemoterapiji z bleomicinom. *p<0,05 melupinami brez EP in z EP pri isti
koncentraciji CaGl ali bleomicina. Koncentracijska skala pri CaGé linearna, pri bleomicinu pa
logaritemska.
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Slika 18: Delez znotrajcelega ATP pri cetini liniji CHO 1 uro po elektroporaciji v prisotnastztopine
CacCl, ali elektrokemoterapiji z bleomicinom. *p<0,05 msklipinami brez EP in z EP pri isti koncentraciji
CacCl, ali bleomicina. Koncentracijska skala pri Cafel linearna, pri bleomicinu pa logaritemska.

4.3 DOLQCEVANJE TIPA CELCNE SMRTI Z BARVANJEM PO GIEMSI

Z barvanjem po Giemsi smo Zeleli na osnovi morfidodolcgiti vrsto celine smrti, ki jo
povzrai elektroporacija v prisotnosti raztopine Ca@ti ICso koncentraciji. Opazili smo,
da terapija povzi® predvsem nekratno celtno smrt (Slika 19-22), medtem ko smo
apoptozo opazili v redkih primerih. Nekrozo lahkdarvanjem po Giemsi opazimo pri
celicah, ki imajo zaradi izlitja vsebine lizosommakisano citoplazmo. To eozin v barvilu
obarva roznato, svetlejSe postane tudi jedro.
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B16F1 CaCly

EP + CaCla

b

Slika 19: B16F1 celice barvane po Giem«Kontrolne celice (B16F1), celicam dodana raztop@eC,
(CaCl,), elektroporirane celice (EP), elektroporirandiceev prisotnostiraztopine Ca(, (EP + CaCJ). S
¢rno pugico sooznaene nekatere nekrotie celicy, z rde&o apoptotine celice Merilo, 200um.
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FaDu CacCl2

EP + CaCl;

b

Slika 20:FaDu celice barvane po GiemKontrolne celice (FaDu), celicam dodam@atopina Ca(, (CaCl,),
elektroporirane celice (EP), elektroporirane celigaisotnosi raztopine CaGIEP + Ca(,). S¢rno pugico
so oznaene nekatere nekrotie celie, z rdéo apoptoitne celice. Merilo, 20um.
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HUVEC CaCl,

EP + CaCl

b

Slika 21:HUVEC celice barvane po Giems«Kontrolne celice (HUVEG, celicam dodana raztopina C,
(CaCl,), elektroporirane celice (EP), elektroporirandiceev prisotnos raztopine Ca(, (EP + CaCJ). S
¢rno pugico so ozn&ene nekatere nekroétie celici, z rd&o apoptotine celice Merilo, 200um.
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CHO CaCl2

EP + CaCl2

A

Slika 22: CHO celice barvane po Giemsi (Kontroleéoe (CHO), celicam dodana raztopina GAChCL,),
elektroporirane celice (EP), elektroporirane celigaisotnosti raztopine Casg{EP + CaCl). S¢rno pugico
so ozndene nekatere nekrotie celice. Merilo, 20@um.

4.4  UCINEK ELEKTROPORACIJE V KOMBINACIJI Z RAZTOPINO CaGINA
SPOSOBNOST TVORBE KAPILARAM PODOBNIH STRUKTUR END®&LIJSKIH
CELIC

Ucinek elektroporacije v kombinaciji z raztopino Ca@mo preverili tudi s testom
nastanka kapilaram podobnih struktur endotelijsidiic HUVEC na Matrigelu. Tan vitro
test nam posredno pokaze sposobnosti angiogenéntejskih celic vin vivo sistemih,
zato smo ga uporabili za preverjanje antiangioganémka kombinacije raztopine CaCl
z elektroporacijo na HUVEC celice. Uporabili smand/ raztopino CaGl ki je pri testu
citotoksinosti pokazala 50-odstotno preZivetje celic. Nestpajene celice, celice v 3
mM raztopini CaCl in elektroporirane celice so tvorile kapilaram pbde strukture po
treh urah od nasajanja na Matrigel. 1z slik, ki sjihozajeli po barvanju s fluoresaamm
barvilom, smo opazili razlike v nastanku kapilarpodobnih struktur po elektroporaciji v
kombinaciji s CaGl v primerjavi s kontrolnimi skupinami. Pri terapskit skupini smo
ugotovili antiangiogeni &inek, saj se kapilaram podobne strukture niso lv@8lika 23).
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V|

Slika 23: Sposobnost tvorjenja kapilaram podobriuksur HUVEC celic (Kontrolne celice (B16F1),
celicam dodana raztopina Ca@CacCl,), elektroporirane celice (EP), elektroporirandiceev prisotnosti
raztopine CaGI(EP + CaCJ). Merilo, 500um.

45 UCINEK NA SPOSOBNOST MIGRACIJE CELIC PO ELEKTROPORAILN
KOMBINACIJI Z RAZTOPINO CaC}

S testom celjenja »rane« smo po elektroporacipmiBinaciji z raztopino Cagbkpremljali
ucinek na sposobnost migracije celic, kar je pomendmmetastaziranje in tvorbo Zil. Za
kontrolne skupine smo uporabili skupino brez inoxeblenimi elekttnimi pulzi in celice

z raztopino CaGlbrez elektroporacije.

Test smo izvedli na treh c&tih linijah (HUVEC, CHO, FaDu) pri tisti koncentific
CaCl, ki je pri testu citotokgnhosti pokazala 50-odstotno prezivetje celicsg)CZa celice
B16F1 je ta test neprimeren, saj imajo nizek matski potencial in zmejo v manjSi meri
migrirati Sele 30 ur po odstranitvi silikonskih agkov, v temcasu pa tudi zmejo rasti v
vec slojih in posledino odmirati (Slika 24).

Celjenje »rane« oziroma migracijo celic v razmikdnzelicami smo za vsako skupino
posebej spremljali z zajemanjem slik vsakih nekgpau odstranitvni silikonskih vstavkov,

dokler se »rana« kontrolne skupine ni popolnomaldacRazlike v hitrosti migracije med

kontrolnimi in poskusnimi skupinami so bile opazteeiz samih posnetkov. . Zajete slike
smo r&unalniSko analizirali, da smo lahko kvantificiratazlike med posameznimi

skupinami vsake od uporabljenih &eiih linij ter tudi med cetinimi linijami. 1z teh
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podatkov smo nato iz¢anali stopnjo migracije v odvisnosti d@sa za vsako poskusno
skupino, ki smo jo normalizirali na kontrolno skapi Pri celni liniji FaDu (Slika 25) Ze
iz slik lahko razberemo, da ni razlike v migra@glic, kar smo potrdili tudi s statigtio
analizo stopnje migracije celic (Slika 26). Le pelicni liniji endotelnih celic HUVEC smo
opazili, da je pri terapevtski skupini z elektropajo v kombinaciji z raztopino Cagl
celienje »rane« p@snejSe kot pri kontrolnih skupinah (Slika 27) iotrdili, da je
statisttno zmanjSana stopnja migracije celic (Slika 28)diTari celicni liniji CHO (Slika
29) ni opaziti razlike v migraciji, prav tako niasisticne razlike pri stopnji migracije celic
(Slika 30).

Rezultati izvedenih poskusov kazejo, da kombinagigktroporacije z raztopino CaQie
vpliva na migracijo celic FaDu in CHO oziroma natastaziranje tumorskih celic, smo pa
skupaj s testom celjenja »rane« in testom nastakdgailaram podobnih struktur
endotelijskih celic potrdili antiangiogeno delovamg¢rapije na celice HUVEC.

Slika 24: Celice B16F1 med optimizacijo testa aghesrane«. Merilo, 50m.

FaDu CaCl, . EP EP + CaCl,

18h

26 h}

Slika 25: Migracija celic FaDu (Kontrolne celice afBu), celicam dodana raztopina CaQCaCl,),
elektroporirane celice (EP), elektroporirane celicprisotnosti raztopine CagJEP + CaC)). Merilo, 500

pm.
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Slika 26: Stopnja migracije celic FaDu (Kontrolnelice (FaDu), celicam dodana raztopina G4{ChCl,),
elektroporirane celice (EP), elektroporirane celigeisotnosti raztopine CagEP + CaC)).

CaCl, EP + CaCl,

HUVEC

0h
Shil

12 h

Slika 27: Migracija celic HUVEC (Kontrolne celicélJVEC), celicam dodana raztopina CaQTacCl,),
elektroporirane celice (EP), elektroporirane celicprisotnosti raztopine CagIEP + CaCl). Merilo, 500
pm.
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Stopnja migracije HUVEC celic
(norm. na kontrolo)

Slika 28: Stopnja migracije HUVEC celic. *p<0,050firostalim kontrolnim skupinam (Kontrolne celice
(HUVEC), celicam dodana raztopina CaQTacCl,), elektroporirane celice (EP), elektroporirandiceev
prisotnosti raztopine CagEP + CaGl).

CaCl, EP

EP + CaCl,

14 h

24h

Slika 29: Migracija celic CHO (Kontrolne celice (Ch, celicam dodana raztopina CaGCaCl,),
elektroporirane celice (EP), elektroporirane celicprisotnosti raztopine CaQIEP + CaCl). Merilo, 500
pm.
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Slika 30: Stopnja migracije celic CHO (Kontrolndice (CHO), celicam dodana raztopina Ca@acCl,),
elektroporirane celice (EP), elektroporirane celigeisotnosti raztopine CagEP + CaCd)).
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5 RAZPRAVA

Ccd" je pomemben in mimo reguliran sekundarni sp@evalec, ki v normalnih razmerah
ne prehaja skozi céhe membrane. V zunajc&hiem okolju ga najdemo v veliko visjih
koncentracijah kakor v citosolu. Zaradi velikegan&entracijskega gradienta Ze zelo
majhna sprememba prepustnosti @ei membrane pomeni &ltno poviSanje
znotrajceléne koncentracije Ga Kalcijevi ioni lahko regulirano vstopajo v celigweko
razlicnih C&* kanatkov in prenasalcev, ki so v c&ti membrani. Kalcijevi ioni se v celici
vezejo na Stevilne proteine, presezek se transpoiti razltne organele, kot so
endoplazemski retikel in mitohondriji, ali pa galice transportira iz celice z
membranskimi C3-ATPazami ali N&C&"* &rpalkami (Clapham, 2007).

CaCl, oziroma C&' je ena od &nkovin, ki je na tumorskih celicah pokazala podobn
ucinkovitost kot elektrokemoterapija (Frandsen in .sa2D12). V klinEni uporabi je
trenutno predvsem elektrokemoterapija z bleomicinorgisplatinom (Campana in sod.,
2016), potekajo pa Stevilne raziskavedambiovitosti drugih protitumornih ¢ginkovin, med
katerimi je tudi CaGl Med raziskovanjem potencialnih noviltinkovin je potrebno
upoStevati njihove razine fizikalne in kemijske lastnosti, in ugotovitii dahko z
elektroporacijo powsamo njihovo prehajanje v celice tetimek na normalne celice in
tkiva. Ze leta 2003 so opisovali zmanjSanje prafveselic med elektroporacijo v
prisotnosti pufrov, ki vsebujejo &4 ali visoke zunajcethne koncentracije Ga(Golzio in
sod., 2003). Nedavne raziskave so pokaza&ilekavito zmanjSanje prezivetja tumorskih
celic vin vitro poskusih, kakor tudi zmanjSanje rasti sferoidavttenorjevin vivo po
elektroporaciji v kombinaciji z raztopino CadHansen in sod., 2015; Frandsen in sod.,
2012, 2014, 2015). Isti avtorji prav tako navajagta naj bi imela elektroporacija v
kombinaciji z raztopino Caglmanj Skodljiv ¢inek na sosednja normalna tkiuavivo.
Poskuse so opravili na enajstih raalh celiénih linijah, od tega na osmih tumorskih, eni
transformirani in dveh normalnih c&tih linijah. V dosedanjih raziskavah so uporabili
celicne linije DC-3F (cekina linija transformiranih plignih fibroblastov kitajskega tika),
K-562 (celtna linija levkemije), LLC (cetina linijja Lewisovega plignega karcinoma)
(Frandsen in sod, 2012), H69 (cek linijja drobnocetinega plj¢nega karcinoma),
SW780 (cekna linija karcinoma smega mehurja), U937 (cétha linijja humanega
limfoma) (Hansen in sod., 2015), HT29 (¢ah linija kolorektalnega adenokarcinoma),
MDA-MB231 (celicna linijja adenokarcinoma dojke), HDF-n (normalndicca linija
humanih dermalnih fibroblastov) (Frandsen in s&D15), WEHI-164 (cetina linija
miSjega fibrosarkoma) in L6 (normalna ¢efx linija podganjin skeletnih mi&iih celic)
(Zielichowska in sod., 2016). V navedenih raziskasa med drugim preverjali viabilnost
oziroma citotoksinost elektroporacije pri razhih parametrin elektroporacije v
kombinaciji z razknimi koncentracijami raztopine Callin merili vsebnosti
znotrajcelénega ATP po terapiji. Pri vseh tumorskih ¢&eih linijah so ugotovili
zmanjSano prezivetje celic ter znizanje koncengadTP, navajajo pa veliko manjsi
ucinek na uporabljeni normalni ce&fi liniji v primerjavi s tumorskimi. V magistrski
nalogi smo zato Zeleli z dodatnirm vitro poskusi preveriti, ali ima elektroporacija v
kombinaciji z raztopino Caglres diferencialen dnek na tumorske in normalne celice.
Izbrali smo dve tumorski ceéhi liniji (misji melanom B16F1 in humani plé&toceltni
karcinom ustnega Zrela FaDu) ter dve normalntgeliniji (humana endotelijska ceha
linija popkovnine vene HUVEC in ovarijske celice kitajskegakar CHO), na katerih
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smo primerjali dinke elektroporacije v kombinaciji z raztopino CaClin
elektrokemoterapije z bleomicinom kot pozitivno koio. Po obdelavi celic smo
ovrednotili citotoksinost, znotrajcetino koncentracijo ATP, ceélino morfologijo in tip
celicne smrti z barvanjem po Giemsi, anti-angiogefinek na endotelijske celice in vpliv
na migracijo celic, ki kaze na sposobnost zasevpnjaumorskih celicah in sposobnost
angiogeneze pri endotelijskih celicah.

51 TEST CITOTOKSINOSTI

V vseh testiranih calnih linijah je elektroporacija v kombinaciji z raptino CaCl
povzraila celicno smrt v odvisnosti od uporabljene koncentradj@.posamezne cétie
linije smo ugotavljali I1Gy oziroma koncentracijo, pri kateri ugotovimo 50-mdiso
prezivetje celic, ki je bila za cého linijjo B16F1 2.2 mM CaGJ) za HUVEC 3.1 mM, za
FaDu 4 mM in za CHO 5 mM Ca£lZa najbolj obutljivo se je izkazala celna linija
B16F1, najmanj pa CHO. Na nobeno &edi linijo, kjer smo celice inkubirali samo v
raztopini CaCl brez elektroporacije, ni bilo vidnegéinka. Citotoksénost elektroporacije
v kombinaciji z raztopino Caglsmo primerjali Se s pozitivno kontrolo, in sicer
elektrokemoterapijo z bleomicinom. Pri tem se j&amalo, da je elektroporacija z
bleomicinom Ze pri nizkih koncentracijah tmo citotokséna in zmanjSa prezivetje tako
tumorskih kot normalnih celic. Prav tako tudi sal@omicin brez elektroporacije vpliva na
prezivetje teh celic, vendar ne tako izrazito, medko sama raztopina CaQlima takega
ucinka. Iz teh opazovanj lahko predpostavimo, da tedploracija v kombinaciji z
raztopino CaGl ki jo injiciramo intratumorsko, verjetno ne bi éfa sistemsko in lokalno
tako izrazitih nezelenih stranskih¢iomkov na okoliSka normalna tkiva kot jih ima
elektrokemoterapija z bleomicinom. Ta ima dao citotokstni ucinek tudi na normalne
celice, prav tako v dot@ni meri prehaja v celice tudi brez elektroporaanedtem ko tega
pojava pri CaGl ni. Ugotovili smo, da je za nekatere ¢gk linije potrebna precej visoka
koncentracija raztopine Caflda opazimo 50-odstoten upad prezivetja. d@alilinija
FaDu se je izkazala za nekoliko bolj odporno nayehditosolnega G4 saj ima pri nizjih
koncentracijah komaj videnzinek, IGso nastopi Sele pri 4x10M raztopini CaCl. B16F1
se je izkazala za najbolj &ltljivo, kjer je koncentracija 1§ Ze pri 2x1G M raztopini
CaCb. Na CHO celice ima elektroporacija v kombinacijiaztopino CaGlmanjsi &inek
(ICso pri 5x10° M raztopini CaGl), medtem ko je 1§ endotelijskih celic HUVEC Ze pri
3x10° M raztopini CaGl. Dokazali smo, da je normalna ¢el linja CHO res
neolEutljiva, kar je v skladu z Ze izvedenimi raziskavaki so jih opravili Frandsen in
sod. (2012, 2015), Hansen in sod. (2015) ter Aelieska in sod. (2015). Vsi navajajo
diferencialen ginek na normalne in tumorske celice, ggmer naj bi bile tumorske celice
obxutljivejSe kot normalne. V omenjenih raziskavah ajajo olEutno zmanjSanje
preZivetja tumorskih celic pri koncentracijah CaCki so visje od 1x1® M, te
koncentracije pa nimajo zel@itnega «&inka na normalne céine linije. Vendar se je pri
nasih poskusih izkazalo, da so normalne endotelifgdice HUVEC bolj oéutljive kot
tumorske celice FaDu, torej ne moremo trditi, da diferencialen ¢inek. Linek terapije
na endotelijske celice do sedaj Se ni bil prevemenasi rezultati bi lahko nakazovali na
Zilno speciftno delovanje terapije.
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5.2 KONCENTRACIJA ZNOTRAJCEIGNEGA ATP

Predlagani mehanizem za ¢@ obkcutljivost tumorskih celic proti normalnim na
elektroporacijo v prisotnosti visokih zunaj@slih koncentracij CaGlje, da pride do
znizanja znotrajcaine koncentracije ATP. To naj bi se zgodilo zaragube ATP skozi
membrane po njihovi permeabilizaciji (Rols in Takss1990), povéane porabe ATP
molekul s strani ATPaz, ki aktivndrpajo C&" in Na' v celicne predelke (ER in
mitohondrije) ali ven iz celice ter znizanja naatga ATP zaradi motenj mitohondrijskega
metabolizma. Zaradi preobremenitve celice s*da posledino povisanih potreb po
energiji, da celica zopet vzpostavi ravnotezje, lmagnergijsko bolj potratne tumorske
celice to tezje dosegle in bi bile zato dovzetnegeeléno smrt (Frandsen in sod., 2012).

Po testu citotokgnosti, ki smo ga opravili po 3 dneh, smo Zeleliemhrotiti znotrajcetino
koncentracijo ATP po elektroporaciji v kombinacig raztopino CaGl ali po
elektrokemoterapiji z bleomicinom. Opazili smo, d& po elektrokemoterapiji z
bleomicinom znotrajceina koncentracija ATP po 1 uri inkubacije éno zniza le pri
koncentracijah odmre, kot je razvidno iz testatoksicnosti. Pri nizjih koncentracijah
bleomicina, kjer sicer ne pride do zniZzanja koncesfe ATP, vendar pa na grafu
citotoksknosti vidimo, da celice tudi odmrejo, lahko skleparda do cetine smrti pride
kasneje. Po 1 uri se tudi ne zmanjSa koncentrbt@@micina v celici, torej to ne vpliva na
znotrajceléno koncentracijo ATP. Bleomicin povzt@ prelome DNA, ki jih celice lahko
skuSajo popraviti in odmrejo Selé jim to ne uspe. Celice naplgat zaznajo napake v
DNA, ko se Zzelijo deliti, in takrat sprozijo c&lio smrt. Ta je v v primeru delovanja
bleomicina apoptoza (Tounekti in sod, 1993), @ateki se porablja ATP, vendar se to v
tako kratkeméasu inkubacije ne pokaze, zato nismo zaznali zjaZkoncentracije ATP.
Izkazalo se je, da se po elektroporaciji v prissthn@aztopine CaG) Ze pri nizkih
koncentracijah raztopine zniza znotrajéefi koncentracija ATP, kar je odvisno od
uporabljenega odmerka, saj se pri vseh¢o#li linijah okiutneje zniza pri visjih
koncentracijah CaGl Najvesji upad v primeru tumorskih celic je opazen pri B16
najmanj pa pri FaDu celicah, kar se tudi skladestom citotoksinosti, ki je pokazal «gi
ucinek na prezivetje celic pri BL6F1 a#ili liniji. V CHO in HUVEC celicah prav tako
koncentracija ATP precej upade Ze pri nizkih kom@mjah CaCl, vendar pri CHO
celicah to nima tako ndoega vpliva na prezivetje, kot ga ima na HUVECaeelkar kaze
na to, da celice CHO hitrejSe premostijo preobrdteers C&" in ponovno vzpostavijo
notranje ravnoteZje z&inkovitim odstranjevanjem Gaiz citosola. Izsledki se ujemajo z
raziskavami Frandsenove in sod. (2015), ki navagopo elektroporaciji v kombinaciji z
razlicnimi koncentracijami raztopine CaClpade znotrajcalna koncentracija ATP pri
vseh uporabljenih celnih linijah. Ta ostane nizka Se nekaj ur po samadgi, zaradicesar

v doloceni meri pade tudi viabilnost celic. Tumorske celiaj ne bi zadostile poviSanim
energijskim potrebam za dgavanje C& iz citosola, saj wno energije porabijo za
proliferacijo in zato odmrejo.

5.3 DOLQCEVANJE TIPA CELICNE SMRTI

V splosnem je tip calne smrti odvisen od céhega tipa, energijskega metabolizma celice,
sprozene signalne poti in samega drazljaja. V glavse tip cetine smrti dolda z vidika
morfoloSkih lastnosti ter s porjo molekularnih metod. Velikokrat je odvisen od gaki
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drazljaja, prav tako pa tudi od samega energetsiiegga celice. Nizek nivo koncentracije
ATP ali motena produkcija ATP navadno vodi v nekr@Ziegler in Groscurth, 2004). V
raziskavi Zielichowska in sod. (2016) na normalpiddganjin misinih celicah L6 in
celicah misjega fibrosarkoma WEHI-164 navajajo, mtade v teh celicah po terapiji
predvsem do apoptoze. V naSi raziskavi smo Zetgidgi ugotovitve Frandsenove in sod.
(2012), da elektroporacija v kombinaciji z raztapi€aCh pri ICso koncentraciji v
glavnem povzréd nekrotiéno in le v manjSi meri apoptétio celtno smrt. To smo
ugotavljali na podlagi morfoloSkih lastnosti celiBpoptoza je morfoloSko vidna kot
zaokroZenje celice, zmanjSanje ¢eéiga in jedrnega volumna (piknoza), kot pojavljanje
apoptotskih telesc, kondenzacija kromatina tereljstceléne membrane. Nekrozo lahko
morfoloSko opredelimo z nabrekanjem citoplazme janim izlitem v okolico zaradi
predrtja cekne membrane, obseznim brstenjem membrane in tudrmorkondenzacijo
jedra (Galluzzi in sod., 2007; Ulukaya in sod., 2DINekrottno celtno smrt lahko z
barvanjem po Giemsi éomo tudi po barvi citoplazme, ki se obarva roznar, pomeni,
da je zaradi nabrekanja organelov priSlo do sprestisebine lizosomov in do zakisanja
citoplazme. Ugotovitev, da elektroporacija v pmsmti raztopine Caglv najveji meri
povzrai nekroticno celtno smrt, se sklada z naSo hipotezo, saj je za apogiotrebna
energija v obliki ATP, na prejSnjih poskusih pa sduakazali, da se v celicah po terapiji
koncentracija ATP mino zmanjSa. To tudi pomeni, da bi s to terapijkéataplivali tudi
na tumorske celice, ki so razvile toleranco na &p@amo celtno smirt.

V doloc¢eni meri opazimo nekratne celice tudi v kontrolnih skupinah, kar je vemet
posledica kengnih in mehanskih posSkodb celic med samo pripravepg@matov in
odmiranja celic zaradi normalnega ¢ekga cikla. Kljub temu pa je opazno, da je v
terapevtski skupini delez takih celic velikocje

5.4  ANTIANGIOGENI UCINEK NA ENDOTELIJSKE CELICE

V tumorjih so tudi endotelijske celice, ki sestaydj zile, te pa imajo pomemben vpliv na
razvoj in napredovanje tumorjev. Za nastanek zpgé&ebna migracija endotelijskih celic
in njihova proliferacija, da lahko tvorijo ustrezegukture Zil. Za to uporabljamo dva testa
in vitro, in sicer test celjenja »rane«, s katerim spramdjanigracijo celic, ter test tvorbe
kapilaram podobnih struktur endotelijskih celic.ofhenjenima testoma smo preverjali
antiangiogeni &éinek elektroporacije v kombinaciji z raztopino Ca@a endotelijske celice
HUVEC. Angiogeneza je nujna za rast tumorjev inasttziranje rakavih celic, zato je
njena inhibicija zanimiv pristop pri zdravljenjukiaa Pri poskusu smo ugotavljaltinek na
migracijo endotelijskih celic in nastanek kapilaraodobnih struktur, ne pa tudéinka na
molekularne mehanizme, ki so pri tem vpleteni. Maga endotelijskih celic je nat&amo
uravnavan molekularni proces, ki vkijje dinaméno koordinirane spremembe v celii
adheziji, signalni transdukciji in spremembe v skeletni dinamiki in organizaciji
(Lamalice in sod., 2007). V raziskavi smo dokazdé, se migracija endotelijskih celic
HUVEC zn&ilno zmanjSa po elektroporaciji v prisotnosti rgate CaC). Mozna razlaga
je winek elektroporacije na citoskelet celic, ker doa@delektréni pulzi vplivajo na
proteine citoskeleta (aktinske filamente in mikknile). Ti po elektroporaciji potrebujejo
nekaj casa, da se organizirajo v prvotno stanje in znowsogmijo gibanje celic
(Meulenberg in sod., 2012). Tudi sam?Capliva na citoskelet, saj se veZe na $tevilne
citoskeletne proteine in ima kijno regulatorno viogo za normalno funkcijo in dinkmi
aktinskega citoskeleta, ki je @ltljiv na spremembe v citosolni koncentraciji “Gakar
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ucinkuje na kontraktilnost, proteine zat&vanje in povezovanje aktina ter s kalmodulinom
regulirane proteine (Furukawa in sod., 2003). Zprtecese pa je potreben tudi ATP, za
katerega smo dokazali, da se njegova koncentra¢fd VEC celicah po elektroporaciji v
kombinaciji z raztopino Cagbpri ICso zmanjSa za 60 %. Prav tako smo ugotovili, da ima
terapija vpliv na nastanek kapilaram podobnih dtmykkar se sklada z ugotovitvami testa
celjanja »rane«, saj je tudi za ta proces potrahigaacija celic. Winke na endotelijske
celice vin vitro poskusih bi bilo smiselno preveriti tuidi vivo s predevanjem dinka na
normalno in tumorsko zilje. Razmnozevanje tumorsighc je namré& odvisno od dostave
hranil in kisika. V kolikor vsaj z&sno, preko delovanja na celice tumorskega Zilja,
tumorske celice odrezemo od teh faktorjev, lahkb pueko te poti vplivamo na prezivetje
tumorskih celic. V poskusiiin vitro smo ugotovili, da ima elektroporacija v prisotmost
raztopine CaGlantiangiogeni &inek, in vivo pa verjetno tudi zilno razdiralnicinek, saj

se ta dva ¢inka pogosto prepletata.

5.5 UCINEK NA MIGRACIJO TUMORSKIH IN NORMALNIH CELIC

Poleg @inka na migracijo endotelijskih celic HUVEC smoaziskavi preverili tudi &inek
elektroporacije v kombinaciji z raztopino Ca@i ICso koncentraciji na migracijo ostalih
treh izbranih celinih linij. B16F1 se je sicer izkazala za neprimeradazbrani test celjenja
»rane«, uspeli pa smaianek preveriti na FaDu in CHO celicah. P@uaalniSki obdelavi
slik z merjenjem povrSine prostora med celicami gonigli do zakljgka, da pri obeh
celicnih linijah ni statiséine razlike v stopnji migracije pri terapevtskih pkwah z
elektroporacijo v prisotnosti raztopine Ca@lprimerjavi s kontrolnimi skupinami (celice
brez EP, celice z EP in celice z raztopino Ga&leprav kombinacija elektroporacije z
raztopino CaGl ne zmanjSa stopnje migracije CHO in FaDu celickokasmo
predpostavili, lahko razino winkuje na migracijo glede na c&ti tip, kot je to v primeru
delovanja na celice HUVEC. Za razjasnitev tega \ymjdi bile potrebne nadaljnje
raziskave. Glede na to, da z omenjenim testom rgaljerane« ocenjujemo sposobnost
zasevanja tumorskih celic, lahko iz naSih rezultasiklepamo, da elektroporacija v
kombinaciji z raztopino Caghe zmanjSa sposobnosti metastaziranja tumorskih ce
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6 SKLEPI

V okviru magistrske naloge smo Zeleli preveritinke elektroporacije v kombinaciji z
raztopino CaGl pri razlicnih koncentracijah na razhih tumorskih in normalnih celnih
linijah, rezultate pa smo primerjali tudi z eleltemoterapijo z bleomicinom. Pri tem se je
izkazalo, da elektroporacija v prisotnosti raztep{daCj nima diferencialnegacinka na
tumorske in normalne celice.

Izbrali smo Stiri celine linije: endotelijske celice idovesSke popkoviine vene HUVEC,
humane celice pléatoceltnega karcinoma ustnega Zzrela FaDu,coelilinijo misjega
melanoma z nizkim metastatskim potencialom B16FXefno linijo ovarijskih celic
kitajskega htka CHO, na katerih smo nato preverjalinke terapije na bioloSke lastnosti
teh celic.

V magistrski nalogi smo dokazali:

» da ima elektroporacija v kombinaciji z raztopinoGTacitotoksien winek na
izbrane tumorske in normalne celice, saj je zmawySajihovo prezivetje, sama
raztopina CaGlpa nima citotoksnega dinka,

» da elektroporacija v kombinaciji z raztopino CaCiniza znotrajcetino
koncentracijo energijsko bogate molekule ATP,

= da elektroporacija v kombinaciji z raztopino Cafbvzrai ve¢inoma nekrotino
celicno smrt pri vseh calnih linijah,

» da ima elektroporacija v kombinaciji z raztopinoGLazzmanjSa sposobnost tvorbe
kapilaram podobnih struktur endotelijskih celic HB® in zmanjSa stopnjo
njihove migracije,

= da elektroporacija v kombinaciji z raztopino CaChima w«&inka na stopnjo
migracije celic CHO in FaDu.

S tem smo potrdili 1. in 3. hipotezo, da elektr@oga v kombinaciji z raztopino CagLl
zmanjSa prezivetje tumorskih in normalnih celic da zmanjSa sposobnost tvorbe
kapilaram podobnih struktur endotelijskih celic. e pa smo potrdili 2. hipotezo, saj
terapija zmanjSa migracijo endotelijskih HUVEC cehe pa tudi CHO in FaDu.
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7 POVZETEK

7.1 POVZETEK

Rak je skupina bolezni, ki jih opredeljuje nekotitema delitev celic raztnih tkiv in
organov ter njihova invazija in metastaziranje ug# organe. V globalnem merilu je eden
od vodilnih vzrokov smrti, kljub W&nju incidence pa se manjSa umrljivost, kar ponmasni,
se pristopi k zdravljenju izboljSujejo. Eden od e pristopov lokalnega zdravljenja je
elektrokemoterapija, pri kateri se uporablja konakijo kemoterapije in elektroporacije za
pove&anje prepustnosti céhe membrane. S tem dosezemo pgawe terapevisko
ucinkovitost protitumorne &inkovine, katere prehod v celice je dragaomejen. Trenutno
sta v Kklingni uporabi dve taki ginkovini, in sicer bleomicin ter cisplatin, potekagpa tudi
raziskave drugih dinkovin. Prednost elektrokemoterapije je v tem, dasezemo
lokalizirano tokstnost, povéano winkovitost inkovine in zmanjSanje sistemskih
nezelenih stranskih¢inkov.

Elektroporacija v kombinaciji z raztopino CaQise bolj pridobiva na veljavi za lokalno
zdravljenje tumorjev. V zadnjih raziskavah se j&azalo, da ima elektroporacija v
prisotnosti  visoke zunajcéhe koncentracije Cagl podoben &inek kot
elektrokemoterapija, saj se je po terapiji efektivamanjSalo prezivetje tumorskih celic,
rast sferoidov in tumorjev, kar naj bi se zgodilegvsem zaradi motenj v produkciji
energije in posledno normalnih cetinih funkcij. Weinek terapije na tumorske in normalne
celice naj bi bil razlien, zaradicesar naj bi bili manjSi tudi nezeleni stranskinki na
normalno tkivo, ki obdaja tumen vivo, kar smo zeleli preveriti tudi v nasi raziskavi.

Ucinek elektroporacije v kombinaciji z raztopino CaGimo preverili na dveh tumorskih
celiécnih linijah (Misji melanom z nizkim metastatskimt@ocialom B16F1 in humanih
celicah plosatocelénega karcinoma ustnega Zrela FaDu) ter dveh noimallicnih
linijah (endotelijske celice izloveske popkovine vene HUVEC in calno linijo
ovarijskih celic kitajskega lka CHO). V elektroporacijskem pufru smo pripragbsto
celicno suspenzijo, ki je vsebovala 1.0 — 5.0 mM raztopCaC}. Suspenzijo celic smo
dali med dve vzporedni pl&dti elektrodi iz nerjaviega jekla z razmikom 2 mm in dovedli
osem pravokotnih elektmih pulzov (1300 V/cm, 10@s, 1 Hz). Elektrokemoterapijo z
bleomicinom (1.4x18"' — 1.4x1¢ M) smo naredili za pozitivno kontrolo. Po terapijiem
z reagentom PrestoBlue izmerili citotoksost, izmerili smo tudi znotrajcého
koncentracijo ATP s kompletom, ki temelji na akteti luciferaze za tvorbo svetlobe ob
prisotnosti ATP ter z barvanjem po Giemsi na podlagprfologije celic dolgevali
prevladuj@ tip celicne smrti. Preverili smo tudi¢inek terapije na migracijo celic s testom
celjenja »rane«, kjer smo spremljali zapiranje nkammed nasajenimi celicami od
odstranitve silikonskih vstavkov dokler se ni raknpopolnoma zaprl. Na endotelijskih
celicah HUVEC smo preverili S&mek na sposobnost tvorbe kapilaram podobnih sirukt
na Matrigelu.

Kombinacija elektroporacije in raztopine CaGle je izkazala za citotoksio tako za
tumorske kot za normalne caie linije, pricemer je IGy za B16F1 IG 2.2 mM, za
HUVEC 3.1 mM, za FaDu 4 mM in za CHO 5 mM, kar pomeala ni diferencialnega
ucinka na citotokginost med normalnimi in tumorskimi celicami. CHO sores izkazale
za najmanj obutljive, vendar pa smo dokazali, da deluje na eglgske celice HUVEC.
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Sama raztopina Caflnima citotoksinega dinka. Po terapiji je priSlo do znizanja
znotrajceléne koncentracije ATP, odstotek upada je bil odviednkoncentracije Cagl
raztopine. Padec koncentracije ATP nekoliko sovpadaivuljo citotoksénosti, medtem
pri katerih ve€ina celic odmre. ATP je pomemben za normalno delgvaelice, kar se
zaradi poviSanih potreb po energiji tumorskih cdédaze tudi v citotok§énem delovanju
terapije. Barvanje po Giemsi je pokazalo, da etgldracija v kombinaciji z raztopino
CaClb (ICsq) pri vseh celinih linijah povzr@i nekroticno celtno smrt, saj je opaziti veliko
celic z za nekrozo zidnimi morfoloskimi lastnostmi. Terapija je pravkia pokazala, da
ima elektroporacija v prisotnosti raztopine CaGintiangiogeni &inek, saj je bila
zmanjSana stopnja migracije endotelijskih celic HE®/in sposobnost tvorbe kapilaram
podobnih struktur pri 16 koncentraciji. Pri CHO in FaDu cefiima linijama terapija ni
imela Wwinka na stopnjo migracije celic.

Elektroporacija v kombinaciji z raztopino Ca@¢ pokazala citotok&en in antiangiogeni
ucinek v in vitro poskusih na tumorske in normalne celice. Nadalpajskave pa so
potrebne, da bi bolje razumeli in ovrednotili melzame delovanja na ¥evrstah tumorskih
in normalnih celic.



46
Staresint B. Utinek elektroporacije v kombinaciji z raztopino Ca@h tumorske in normalne a&iie linijein vitro.
Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Bioteh§ka fakulteta, Studij molekulske in funkcionalnelbgije, 2016

7.2 SUMMARY

Cancer is a group of diseases that are charaadzencontrolled cell division, invasion
and metastases on secondary sites in the bodyeCianane of the leading causes of death
in the world. Although the incidence is increasimgortality is somewhat decreasing,
which means that cancer treatment is improving. @fnée novel local cancer treatments
is electrochemotherapy, which uses the combinabbnchemotherapeutic drug and
electroporation. Application of electric pulses sesl reversible permeabilisation of cell
membranes, which allows the entry of poorly peringathemotherapeutic drugs. Most
commonly used drugs for electrochemotherapy arentyein and cisplatin, but many
other substances are also being testedtro andin vivo, one of such is also calcium. By
performing local electroporation, drug delivery lofdrophilic drugs in tumors and their
cytotoxicity can be considerably potentiated widsd adverse side effects on normal
tissues.

Calcium electroporation is gaining on its valueaasi-cancer treatment. Recent studies
demonstrated that calcium electroporation effettiveduced survival of cancer cells,
growth of spheroids and tumors. Calcium is a tigilgulated second messenger that is
involved in regulation of transcription, prolifei@, metabolism, apoptosis, necrosis,
migration, and many other cellular processes. thtcing calcium into the cell cytosol by
electroporation has been associated with severaptiisn of cell energy production and
therefore normal cell functions. The effect migla differential for cancer and normal
cells, thus calcium electroporation could have téniadverse effects on the surrounding
normal tissuein vivo. Therefore, further studies comparing the effe€t calcium
electroporation on tumor and normal cells are néedéich was the aim of this study.

We evaluated the effect of calcium electroporatartiwo cancer cell lines (B16F1 mouse
melanoma and FaDu human pharyngeal squamous calhama) and on two normal cell
lines (HUVEC human endothelial cell line and CHOir&se hamster ovary cell line).
Dense cell suspension was prepared in electroparatedium containing 1.0 — 5.0 mM
calcium chloride (CaG), placed between two flat parallel stainless stésttrodes with a
2-mm gap and subjected to eight square-wave aquiitses (1300 V/cm, 10@s, 1 Hz).
Electrochemotherapy with bleomycin (1.4%10- 1.4x10° M) was used as a positive
control. After treatment, we evaluated cytotoxiciyth Presto Blue viability assay,
measured ATP concentration with ATP determinationt, lbased on luciferase
bioluminescence activity when exposed to ATP, eatald cell morphology and type of
cell death with giemsa staining. We also evaluafect on cell migration with wound
healing assay and anti-angiogenic effect on HUVEQoéhelial cells with tube formation
assay on Matrigel.

Calcium electroporation was cytotoxic in both canead normal cell lines with Kg
being 2.2 mM for B16F1, 3.1 mM for HUVEC, 4 mM féaDu and 5 mM for CHO cell
line, therefore differential effect on cytotoxicibetween cancer and normal cell lines was
not observed. CHO cells showed to be more resjlibat we proved the effects on
endothelial cells HUVEC. Calcium electroporationsed dose-dependent ATP depletion,
which appears to follow same trend as cytotoxicilyve, whereas electrochemotherapy
caused ATP depletion only when high concentratafideomycin were used, where most
of the cells were dead. Giemsa staining revealadl ¢alcium electroporation induces
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mostly necrotic cell death as many eosinophiligfnented cells were observed after
staining in all cell lines. Treatment with calciwetectroporation also appears to have anti-
angiogenic effect, as it resulted in reduced migrain wound healing assay and reduced
tube formation of HUVEC endothelial cells ats§Goncentration. There seems to be no
effect of calcium electroporation on reducing migna of FaDu and CHO cells in wound
healing assay at Kgconcentrations.

In our in vitro study we showed cytotoxic and anti-angiogenic ¢ffet calcium
electroporation on both cancer and normal cellsthien studies are needed to fully
elucidate the mechanisms of action of calcium edgctration and on other cell types.
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