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SANTRAUKA

Biotechnologijose ir medicinoje jau keleta deSimtmeciy intensyviai vykdomi molekuliy,
baltymy, DNR plasmidZziy pernasos tyrimai j lasteles ir audinius. Daugeliu atveju siekiama pagerinti
onkologiniy susirgimy gydyma. Vienas i§ galimy budy pagerinti piktybiniy naviky gydyma yra
elektrosonoporacija. Tai jungtinis procesas, kurio poveikis piktybinéms lgsteléms $iuo metu néra iKi
galo istirtas. Taciau laboratoriniais tyrimais nustatyta, kad Sis naujas budas yra efektyvesnis
molekuliy ar geny jvedimui | lastele nei elektroporacijos ar sonoporacijos metodai taikomi atskirai
[23, 66, 67].

Tyrimo metu atlikti modeliavimo eksperimentai kuriy metu iSaiSkinta transmembraninio
potencialo priklausomybé nuo elektrinio sta¢iakampio impulso trukmeés, sukurto elektrinio lauko
stiprumo ir Igsteliy geometriniy matmeny. Taip pat po ultragarso poveikio atlikti 1gstelés membranoje
prasivérusiy pory spindulio priklausomybés nuo terpés temperatiiros simuliaciniai skai¢iavimai. Taip
pat buvo atliktas lgstelés ir jos organeliy dazniniy ir faziniy charakteristiky tyrimas.

Eksperimentiniy tyrimy metu buvo iSmatuoti Igsteliy suspensijos impedansai ir talpumai pries ir
po elektroporacija, sonoporacijg ir elektrosonoporacija. [vertinta terpés talpumy jtaka terpés
impedanso pokycCiui. Po eksperimento atlikta citometriné analizé parodé didesnj Iasteliy
gyvybingumg ir didesn¢ kalceino iSnasg po elektrosonoporacijos, nei po elektroporacijos ar

sonoporacijos taikomy atskirai.

Reiksminiai ZodZiai
Elektroporacija, sonoporacija, elektrosonoporacija, transmembraninis potencialas
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SUMMARY

It is already several decades, since the scientists of biotechnology and medicine have been
performing various examinations on molecules, protein, DNA plasmid delivery to the tissues and
cells. Most of the times, these efforts are put in order to improve the treatment of oncological deseases.
One of the possible ways to improve the treatment of malignant tumors is electrosonoporation. It is a
joint process, however, there is still a lack of information, that would fully explain its effects on
malignant cells. However, several studies have shown that this innovative method is more effective
while entering molecules or genes into the cell than doing it by electroporation and sonoporation
methods separately [23, 66, 67].

The investigation and simulation which were carried out , showed the dependence of
ransmembrane potential on electric rectangular pulse duration, strenght of electric field and the
geometric dimensions of the cells. Frequency responce and phasal dependencies of cell and cell
organel were examined.

Experimental studies were conducted to measure suspension and capacitive impedance of the
cell before and after electroporation, sonoporation and electrosonoporation. The influence of
capacitance of suspension of impedance change of suspension was evaluated. After the experiment
had been carried out, cytometric analysis indicated greater viability of cells and bigger calcein

footnote after electrosonoporatio than after electroporation or sonoporation separately.

Keywords
Electroporation, sonoporation, electrosonoporation, transmembrane potential
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IVADAS

Darbo aktualumas

Zmogaus kiing sudaro trilijonai lasteliy, susijungdamos tarpusavyje jos sudaro audinius, o §ie
savo atzvilgiu organus. Kiekvieng lastele gaubia apsauginis apvalkalas vadinamas plazmine
membrana, kuri saugo Igstele nuo zalingy iSorinés aplinkos pokyc¢iy. Tuo paciu membranos suteikia
lasteléms forma, bei padeda apsiriipinti reikalingomis maisto medziagomis ir paSalinti susidariuses
cheminiy reakcijy atliekas. Tod¢l galime teigti, kad viskas zmogaus organizme prasideda nuo Igstelés,
o Iastele sauganti membrana labai svarbi jos gyvybiniy funkcijy palaikymui.

Elektriniu poziiiriu plazminés membranos tarsi plonas izoliatorius gaubiantis lastele, o tuo
paciu i$ visy pusiy apsuptas elektrolito (citoplazmos). Pastebéta, kad paveikus lgstelés membrang
iSoriniu elektriniu lauku, membranos pavirSiuje ivyksta elektriniy kriiviy persiskirtymas, kurio déka
padidéja membranos laidumas molekuléms, kurios natiiraliy pernasy metu pro membrang nepraeina.

Sis elektrinio lauko poveikis pavadintas elektroporacija, 0 metodo taikymas suskirstytas pagal
elektrinio lauko pobiidj j griztama elektroporacija ir negrjztama. Siuo metu geri grjztamos
elektropracijos naudojamo rezultatai pasiekti chemoterapiniy vaisty jvedime j naviko Igsteles
(elektrochemoterapija), didesnis pernasos efektyvumas pasiekiamas geny terapijoje (DNR
elektropernasa), taip pat sickiama Sio metodo déka sukurti neinvazinius vaisty jvedimo biidus [74].
Negrjztamos elektroporacijos rezultatai dar daugiau Zadantys. Siuo metu labai puikiis rezultatai
pasiekti naudojant ,,Nanoknife* sisteminj piktybiniy naviky gydyma. Siuo metodu prostatos navikai
gydomi su 95 % pasveikimo tikimybe.

Sonoporacijos metodas pagrjstas mikroburbuly kavitacija akustiniame lauke. Taikant
sonoporacijos metoda pastebimai padid¢ja lastelés membranos laidumas, todél i 1gstele galima jnesti
tokias molekulias kaip pries véZzinj vaista bleomicing. Yra pastebéta, kad taikant sonoporacija
chemoterapijos metu, reikia ttkstanéius karty mazesniy bleomicino doziy norint nuzudyti vézing
lastele. Taip pat yra sumazinamas ir nepageidautinas citoksinis poveikis nesonoporuotoms sveikoms
lasteléms [73]. Kaip ir elektroporacija, sonoporacija taip pat yra taikoma DNA plasmidziy pernasai.

Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimis (PSO), prognozuojama, kad iki 2025 m. kasmet
pasaulyje onkologinémis ligomis susirgs 20 mIn. zmoniy, o tai yra 40 % daugiau nei 2014 m.
UZregistruota, kad 2012 m. buvo 14 mln. naujy véZio atvejy, o apytikslis neiSgyvenusiy Zmoniy
skaiCius buvo 8,2 mln. Jeigu tendencija iSliks pana$i per ateinacius du deSimtmecius kasmet

mirstanciy skaicius gali iSaugti iki 13 mln [75]. Norint padidinti onkologiniy susirgimy gydymo



efektyvuma, butina tegsti pradétus tyrimus, bei ieskoti naujy metody, galin¢iy sumazinti nuo $ios ligos
mirStan¢iyjy skaiciy.

Vienas i§ galimy budy pagerinti piktybiniy naviky gydimg yra elektrosonoporacija. Tai jungtinis
procesas, kurio poveikis piktybinéms lgsteléms Siuo metu néra iki galo iStirtas. Taciau laboratoriniais
tyrimais nustatyta, kad $is naujas buidas yra efektyvesnis molekuliy ar geny jvedimui j lastele nei
elektroporacijos ar sonoporacijos metodai taikomi atskirai [23, 66, 67].

Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas — atlikti elektrosonoporacijos metodo tyrimg. Tikslui pasiekti iSkelti uzdaviniai:
Atlikti literaturos Saltiniy analizg;
Sumodeliuoti Igstelés membranos indukuotajj transmembraninj potenciala;
Sumodeliuoti lastelés organeliy membrany indukuotajj transmembraninj potenciala;
Atlikti sonopory dydzio priklausomybés nuo terpés temperatiros skaiciavimus;
Sumodeliuoti daznines ir fazines lgstelés ir jos organeliy membrany priklausomybes;

Atlikti eksperimentinius elektroporacijos, sonoporacijos ir elektrosonoporacijos tyrimus;

N o o kR~ wbde

Atlikti matavimus reikalingus pagal eksperimenty pobiidj;

UZdaviniams spresti panaudotos priemonés

Modeliavimui realizuoti ir tirti buvo naudojamas inZineriniy ir moksliniy skai¢iavimy paketas Matlab
(Mathworks Inc. Natikas, Masacusetsas, JAV). Eksperimentiniai elektroporacijos, sonoporacijos ir
elektrosonoporacijos tyrimai buvo atlikti VDU gamtos moksly fakulteto biofizikiniy tyrimy

laboratorijoje, bendradarbiaujant su laboratorijos tyréjais.
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1. MEDZIAGU TRANSPORTAS PER BIOLOGINE MEMBRANA

1.1. Medziagy pernaSos biidai lasteléje

Lastelé yra atvira ir funkciskai suderinta sistema [1]. Kiekvieng lastel¢ gaubia plona apie 10 nm
plévelé, kuri vadinama membrana [2] ISoriné arba citoplazminé membrana skiria Igstele nuo aplinkos
[2]. Vidiné arba endoplazminé membrana dalina lgstelés viding ertme | atskiras, maZesnes ertmes,
sudarydama viena nuo Kitos atskirtas sritis, kuriose yra atskiri Iastelés organoidai, turintys tam tikrg
struktirg ir atliekantys jiems budingas funkcijas [2]. Lastelé naudoja daug medziagy pernasos
priemoniy, kurias galima skirstyti i tris pagrindines rusis: pasyvigsias, aktyvigsias ir pernaSas

susijusias su lgstelés struktiiry kitimu [1].
1.1.1. Pasyvioji pernasa

Tai pernaSos metodai, kai medziagy perneSimas vyksta déka energijos, sukoncentruotos
kokiame nors gradiente [2]. Organizme buidingi trys pagrindiniai gradientai, nusakantys atitinkama
pasyvaus medziagy pernesimo pro membrang biidg [2]:

%+ koncentracijos gradientas lemia difuzijq;
¢+ 0smosinis gradientas — osmosq ;
¢ hidrostatinio skysc¢iy slégio gradientas — filtracijg.
Sie reiskiniai natiiraliai lemiami antrojo termodinamikos désnio — medziagos juda gradienty

iSnykimo kryptimi [1,2].

1.1.2. Aktyvioji pernasa

PernaSos biidai, kuriy metu naudojama laisvoji energija [1]. Aktyvaus transporto metu vyksta
medziagy perneSimas pro membrang prie§ koncentracijos gradienta — i§ srities su maZa medZiagos
koncentracija j srit] su didele koncentracija [2]. Aktyvus transportas organizmo lastelése sukuria ir
palaiko gyvybiniai veiklai biitinus Nat, K+, Ca?* bei kity jony koncentracijy gradientus. Aktyvy
transportg salygoje membranos integraliniai baltymai, kurie daZnai vadinami jony siurbliais,
pvz.: Na*/K* , Ca?* ir Kiti siurbliai. Sie pernasos biidai yra labai svarbiis aiskinant gyvybe, nes
lastelés yra rySkiai nepusiausviros termodinaminés sistemos, ir jy organizuotumui, gradientams

palaikyti batina laisvoji energija. Sie gyvybei biidingi egzocitozés ir endocitozés procesai, susije su
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membrany virsmais, dideliais pokyciais, kai | lastele jneSama, lastelés viduje perneSama arba i§

lastelés iSmetama stambiis objektai ar medziagy kiekiai [1].
1.1.3. Pernasa keicianti Iasteliy struktiira

Taip pat pernasa gali jvykti naudojant iSorinj poveikj. Biotechnologijose ir medicinoje
dazniausiai naudojami budai, tai elektroporacija ir sonoporacija. Siuo metu tiriamas jungtinis
metodas — elektrosonoporacija. Siy procesy metu pernasai jvykti padeda elektrinis ir akustinis
iSoriniai laukai arba $iy lauky poveikio kombinacija. Elektrinis ir akustinis laukai padeda pernesti |

lastele tokias struktiiras kurios negali biiti perneSamos per membrang jprasty pernasy metu.
1.2. Bioelektriniai lastelés potencialai

1.2.1. Ramybés potencialas

Lastelé gali biiti ramybés ir sujaudinimo biisenos. Pastebéta, kad gyvos lastelés, esancios
ramybés biisenos , tarp vidaus ir iSorés yra gana stabilus elektriniy potencialy skirtumas — ramybés
potencialas E [1].

Ramybés potencialo susidaryma lemia Sie pagrindiniai veiksniai [2]:

% netolygus jony pasiskirstymas membrang supanciuose tirpaluose, tiek lastelés viduje
tiek iSor¢je;
% skirtingas membranos pralaidumas jvairiems jonams.

Daugumai lgsteliy biuidinga didelé K* jony koncentracija lgsteliy viduje ir maza lgsteliy
iSorinéje terpéje, o Natjony koncentracija maza lgsteliy viduje ir didelé jy iSoréje. Tokj jony
pasiskirstymg abipus membranos salygoje Na®/K*siurblys. Na* ir K jony nevienodas

pasiskirstymas jtakoja ir kity jony koncentracijos gradientus. Cl~ jony koncentracija maza lastelés

2 at I
[5aré Py 44

viduje ir didelé iSor¢je.

IMerabrana

Vidus °7° K N

1.1 pav. Membranos laidumas K*, Na™, Cl~jonams ir $iy jony jtaka ramybés potencialui [1]
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Vykstant jony difuzijai pagal koncentracijos gradienta, membranos iSoriniame pavirSiuje
susidaro teigiamg kriivi turinéiy jony persvara, o membranos vidinis pavirSius tampa elektriskai
neigiamas iSorinio pavirSiaus atzvilgiu. Tuomet abipus membranos susidaro potencialy skirtumas.
Jeigu jony difuzija vykty negyvoje sistemoje, iSorés ir vidaus koncentracijos galiausiai susilyginty ir
susidargs potencialy skirtumas iSnykty. Citoplazma ir lastel¢ supanti aplinka yra elektriSkai
neutralios, nes teigiamy jony koncentracija lastelés viduje ir jos iSor¢je yra lygi neigiamy jony ,
esanciy Siose srityse, koncentracijai.

Ramybés biuisenoje membrana pralaidi tik K*, abipus membranos susiradgs potencialy

skirtumas randamas i§ Nernsto lygties [2]:

RT Ck,0
Zk'F CK,i ’

Pxg =

(1.1)

¢ia R — universalioji dujy konstanta, T — absoliutiné temperatiira, F — Faradéjaus skaicius. Aplinkos

temperattira 37 °C (310 °K), kalio jony valentingumg z;, vienetui, kalio jony koncentracija aplinkoje

mmol
l

mmol
l

Cko =55 , 0 citoplazmoje Cy ; = 150 , gauname, kad kalio pusiausvyros potencialas lygus

-88,3 mV.
Visy lgsteliy K™ pusiausvyrinis potencialas yra neigiamas, nes intralgsteliné K *koncentracija
Zymiai virSija ekstralgsteling koncentracija (apie 30 karty). Ivairiy lasteliy ramybés potencialas yra

neigimas ir svyruoja nuo — 40 mV iki - 100 mV [2].
1.2.2. Veikimo potencialas

Staigus impulsinis membraninio potencialo kitimas esant sudirginimui vadinamas veikimo
potencialu - E, [1,2]. Sujaudintoje lasteléje pirmiausiai vyksta membranos depoliarizacija, véliau
membranos depoliarizacijai pasiekus slenkstinj lygj, membranos laidumas Na™ jonams pradeda
staigiai didéti — prasideda membranos regeneraciné depoliarizacija. Jaudinimo metu membranos
laidumas Na* jonams padidéja apie 500 karty [2]. Teigiamas membraninis potencialas sujaudinimo
metu vadinamas Na* pusiausvyruoju potencialu ( ¢,). Kai membranos vidus jgauna teigiamg kruvj,
o susidares elektrinis laukas pradeda prieSintis Na™ jony difuzijai j lastelés vidy. Todél Na*t jony
srautas ] lastelés vidy staigiai sumazéja [2].

Pasibaigus depoliarizacijai K *jony difuzija i$ lastelés vidaus ] Igstelés iSore, labiau didina iy
jony koncentracija, dél to Na*jony koncentracija, dél sumazéjusio $iy jony srauto tolygiai mazéja.
Lastelés vidinéje membranos puséje potencialas tampa vis labiau neigiamas ir savo skaitine verte

artéja prie ramybés potencialo reik§més, kol jvyksta membranos repoliarizacija.
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1.2 pav. Veikimo potencialas (VP) [2]; RP — ramybés potencialas; SP — slenkstinis potencialas;

1 — pradiné regeneracija; 2 — regeneraciné depoliarizacija; 3 — repoliarizacija; 4 — hiperpoliarizacija

Taigi galima teigti, kad veikimo potencialo susidarymg Igstelés membranoje lemia du pasyvis
jony srautai. Na*jony srautas j lgstelés vidy sukelia membranos depoliarizacijg, o K *jony srautas j
lastelés iSore lemia ramybés potencialo atkiirima [2].

Po repoliarizacijos fazés gali atsirasti potencialy skirtumo abipus membranos padidéjimas —
hiperpoliarizacija.

Taip pat atsizvelgiant j tai, kad Sie jony srautai skiriasi laiko atzvilgiu, o jy postimis laike
sukelia veikimo potencialo susidaryma, veikimo potenciala membranoje galima aiskinti kaip

elektrinio kondensatoriaus Cy, jkrovima, bei jo i$sikrovima.
1.2.3. Elektrocheminiy potencialy skirtumas

Netolygus jony koncentracijy persiskirstymas lastelés viduje ir iSor¢je, kaip rodo Nernsto lygtis,
sukuria elektriniy potencialy skirtumg. Taciau Nernsto lygtis taitkoma vienos riisies jonams. Kadangi
lastel¢je vienu metu veikia daug jvairiy jony, todel dél skirtingy jy koncentracijy ir netiesiniy sgveiky,
elektriniy potencialy skirtumui - ramybés potencialui jvertinti naudojama Goldmano, HodZkino ir
Katco formulé. Si formulé vertina trijy jony - K+, Na*, Cl~ jtaka biolektriniy potencialy genezei
[1]:

k' [K*lo+Pna:[NaTlo+Pc[Cl7];
k' [K*]i+Png [Nat]o+Pcp[Cl™]g

RT P
E=2-In< (1.2)

Ramybés ir sujaudinimo biisenos rodo jony laidumo koeficientai Py, Py, Pc; . Empiriskai
pamatuoti santykiniai laidumo koeficienty dydziai ramybés potencialui nustatyti:
Py: Pyg: Pep = 1:0,04: 0,45 (1.3)
0 sujaudinimo, veikimo potencialo didziausiam dydziui nustatyti:
Py: Pyg: Pep = 1:20: 0,45 1.4
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Laikoma, kad ramybés biisenos metu lastelés elektriniy potencialy dydj lemia [K*] jonai ir
todel [17:

RT Pi[kt]o
ER ~ —"
F Pk [K*];

(1.5)

Analogi$kai, sujaudinimo atveju laikoma, kad veikimo potencialo dydj lemia [Na*] jonai, todél
[1]:
. +
E, ~X. lnw, (1.6)

F Png[Nat];

Na™* koncentracija Igstelés iSoréje 10 — 15 karty didesné negu viduje, todél Na jonai difunduoja
pro membrang i§ lgstelés iSorés j vidy pagal koncentracijos gradientg ir membranos vidiniame
pavirsiuje sukuria teigiamg kriivj ir todél mazéja ramybés potencialas [2]. Cl™ jony lastelés iSoréje
yra apie 50 karty daugiau negu viduje, todél jie difunduoja j lastelés vidy ir membranos vidiniame
pavirsiuje sukuria neigiamg krivj, o $is didina ramybés potencialo skaiting verte [2].

Hodzkinas ir Hakslis yra pateike netiesinés [Na™], [K ] jony reik§més Igstelési elektrinj modelj
[1]. Mokslininky sukurtas modelis lgstelés elektriniy potencialy kitimg aiSkina elektrinés grandinés
veikimu, esant sujungtiems lygiagreciai trimis elektrovaros Saltiniams Ey,, Ex, E¢;, turintiems savas

vidaus varzas, taip pat membranos elektrinés talpos Cy, ir aktyvios elektrinés varzos Ry, elementus

[1].

ISORINE MEMBRANOS PUSE

E, — iNa % iK /r( ict | Fe

CM / A EM
EN e ‘ + ‘ +
N Ex T_ Eci T_
h 4
LASTELES VIDUS

1.3 pav. Membranos elemento ekvivalentinés grandinés schema [1]

Laikoma, kad maZzéjant lastelés elektriniy potencialy skirtumui, ramybeés potencialui Ex
pasiekus kritinj slenks¢io dydj, Na™ jonai iS aplinkos pradeda skverbtis j Igstelés vidy, rySkiai didéja
Na™* jony laidumas - Gy, (mazéja varza Ry = 1/Gpg), ir 1&Ciau — laidumas K* jonams plusti i3
vidaus ] i8ore - G [1]. Laidumas kitiems jonams nepakinta [1].

Bandymais pastebéta, kad labai didelé reikSmé elektriniams membranos potencialams, jy

kaitros savybéms turi kalcio jonai Ca?*[1].
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1.3. Elektroporacijos proceso analizé

1.3.1. Elektriniy impulsy jtaka lastelés membranai

Elektroporacija, tai reiSkinys, kai lgstele paveikus elektriniais impulsais, jos lipidiniame
bisluoksnyje susidaro laidziosios struktaros, kurios dar vadinamos poromis. Laidziyjy pory
susiformavimas lipidiniame matrikse néra patvirtintas, bet galima Siy pory egzistavima bei
elektroporacijos reiskinj jrodo vidulasteliniy komponenty iStekéjimas pro membranos lgstelg  iSore
arba mazy [5] bei dideliy [6] molekuliy patekimas i§ 1gstele supancio skysc¢io j lastelés vidy.

Lastelés membranos elektring varza jprastomis salygomis yra 108 Q arba didesné [22], todél
norint, kad membraninis laidumas biity didesnis tick maZzom tiek didelém molekulém [10], reikia
sukurti i$orinj elektrinj lauka. Sj laukg lastelés iSoréje padeda sukurti elektriniai impulsai, kurie jos
plazminéje membranoje sudaro laikinas laidzigsias poras [3]. Dazniausiai naudojami trumpi impulsai
(us — ms) ir aukstas elektrinio lauko intensyvumas (1 — 10 kV/cm). Susiformavusiy pory skaiéius ir
dydis labai priklauso nuo elektrinio lauko parametry (impulsy formos, jy skaiciaus, elektrinio lauko
stiprumo, poveikio trukmés). Taip pat elektroporacijos efektyvumui jtakos turi ir suspensijos
(tirpalo), kuriame yra lastelé, parametrai (osmosinis slégis, temperatiira, koncentracija, terpés pH,

jony sudétis).

LIPIDY
DVISLUOKSNIS

MEMBRANOS BALTYMAI
RECEPTORIAI ¢

PORA

1.4 pav. Biomembranos molekulinés sandaros schema [69]. A — pries§ elektroporacijg, B — po

elektroporacijos
1.3.2. Lastelés membranos laidZiyjy pory susidarymas

Lastele veikiant elektriniais impulsais jos membranoje formuojasi hidrofilinés poros [21].
Manoma, kad hidrofilinés poros susiformuoja i§ hidrofobiniy pory, kurios spontaniskai atsiranda dél
lastelés membranos fosfolipidiniy svyravimy. Hidrofobinés poros virsta hidrofibinémis, kai pory

energijy santykis pasiekia tam tikrg verte [13]. Atsizvelgiant j Sias salygas, galima teigti, kad
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hidrofobiniy pory virtimas hidrofilinémis priklauso nuo iSorinio elektrinio lauko sukelto
transmembraninio potencialo.

Pory formavimasis susidaro i§ trijy etapy: pory susidarymas, pory plétimasis ir pory
uzsivérimas. Eksperimentais pastebéta, kad laikinos laidziosios struktiiros pleciasi iSilgai elektrinio
lauko kampu 8 [23]. Pory formavimosi kryptingumg elektriniame lauke apibtidina formulé:

E - cos(6) > Es, (1.7
¢ia E - elektrinio lauko stipris, Es - ribiné elektrinio lauko stiprio verté sukelianti Iastelés membranos
pralaidumg, 8 — kampas matuojamas tarp elektrinio lauko krypties ir lgstelés normalés [23].
Apibendrinus jvairius elektroporacijos proceso modelius yra priimta, kad laidZiyjy pory formavimasi
lemia lgstelés membranos indukavimas naudojant iSorinj elektrinj laukg, (kai > Eg ) ir lastelés
membranos iSretéjimas dél elektrinio lauko bei kity parametry jtakos [23].

Pory formavimasis prasideda iSkart paveikus lgstele iSoriniu elektriniu lauku [17]. Jeigu
elektrinis laukas iSlieka ilgiau nei keleta mikrosekundziy, tuomet prasideda pory plétimasis. Kai
elektrinis laukas nustoja veikti, sukeltas potencialas iSnyksta. Tuomet poros pradeda uzsitraukinéti ir
grizti | prading buiseng [16]. Temperatiira taip pat daro jtakg pory uzsivérimui. Kuo temperatiira
aukStesné tuo greiciau poros iSnyksta. Pagal pory dydj skiriami trys pory uzsidarymo etapai: staigus
poros uzsivérimas (< 1s), létas poros uzsivérimas (~ 2 — 10 min.) ir visiskas poros uzsivérimas

(> 10 min.) [28].

Energijos “0” 1] 0mV A B C D
g4 Poote o= == == ==
=" "1 _— "1
_— _ == .,
75 [ "] [ "] _—
250 mV "1 _—— _—
250 mV [——"] [ ]
50 ("] ("]
_— _
% 500 mV s =F° ) =
| " 3 4 _—— "] ’

("] ("] v
™ [nm] _— _—
5 = [ ==
= _—— (=" ("]

-50

1.5 pav. Hidrofiliniy pory formavimosi etapai [14]. Cia rp — poros spindulys

Pirmame paveikslélyje (1.5 pav.) pavaizduota lipidinio membranos dvisluoksnio energijos
pokyciai, kai hidrofobinés poros virsta hidrofilinémis bei pory formavimosi etapai. Kairéje
paveikslélio puséje parodytas grafikas atvaizduoja energijos priklausomybe¢ nuo transmembraninio
potencialo didumo ir pory diametro. DeSingje: A — membranos lipidinis dvisluoksnis be
susiformavusiy vandeniniy pory (transmembraninis potencialas 0 mV), B — dvisluoksnis su

hidrofobine pora (transmembraninis potencialas 0 - 250 mV), C — hidrofobinés poros peré¢jimas j
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nestabilig hidrofilinés poros biiseng (transmembraninis potencialas apie 250 mV), D — galutinai

susiformavusi, savaime besiplecianti hidrofiliné pora (transmembraninis potencialas apie 500 mV).

1.3.3. Grjztama ir negrjZtama elektroporacija

Pory uzsivérimas patvirtina, kad elektroporacija yra griztamas procesas ir parinkus tinkamas
elektrinio lauko salygas, galima iSsaugoti didel;j lasteliy gyvybinguma, net ir po auksto elektrinio
intensyvumo impulsy taikymo. Bet, kai sukeltojo potencialo reik§mé stipriai virSija kriting vert¢ nuo
kurios prasideda pory formavimasis, arba per didelio intensyvumo elektriniai impulsai veikia lastele
per ilgai, tuomet jvyksta membranos desintegracija ir Igstelés mirtis (1.6 pav.). Pory dydziui ir jy
skaiCiui virsijus tam tikrg kriting verte, Iastelés membrana yra mechaniskai suardoma. Tai vadinama

negrjztama elektroporacija.

}(\_Iidiniq membrany EP, Tradiciné EP I
J

o 100 KV/CM g—rrvemy—r—vremyr—r —rrr——— T ————————
g ¢ Apoptoze :
~ - nsPEF :
2 [ 1
o : - . - ]
i iElekt d b
= : [Pilnai neistirta seorinis pazeldimas
E 4 E IRE L
2 1kviem| Lastelés gyvos CECT>: ;
E E : Lastelés gyvos |
& [ i Tradiciné —)
Y o1 kvreml e e e ____igenypernasa
1ns 1pus 1ms 1s

Impulso trukme

1.6 pav. EP proceso zemélapis, parodantis priklausomybe nuo iSorinio elektrinio lauko stiprumo

bei poveikio trukmés [20]

Negrjztama elektroporacija, tai biofizikinis procesas salygojantis paveikty lasteliy mirtj, nes
suardoma lgstelés struktiira bei nebevyksta joninis laidumas [24]. Elektrinio lauko panaudojimas
medicinoje, norint pasalinti nereikalingus audinius yra vadinamas Dzaulio kaitinimu (angl. Joule
heating). Taikant §j metoda, ne tik sunaikinamos nepageidaujamos biologinio audinio lastelés, bet
tuo paciy negrjZztamai pazeidziama sveiko audinio struktiira, kraujagysliy sienelés ir sunaikinamos
nervy galinélés [25]. Tai labai didelis Sio metodo trikumas. Negrjztamos elektroporacijos
perspektyvumas medicinoje buvo suvoktas iSmokus tinkamai kontroliuoti iSorinio elektrinio lauko
parametrus. Tai leido sunaikinti nepageidaujamus Igsteliy darinius iSvengiant nepageidautino

Siluminio poveikio kraujagysliy sieneléms [26] ir nervy galtinéléms [27].
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1.3.4. Transmembraninis potencialy skirtumas

Taip pat zZinoma, kad iSorinis elektrinis laukas membranoje sukuria potencialy skirtumg [4].
Lastelés elektroporacija jvyksta tik toje Igstelés membranos vietoje, kurioje membraninis potencialy
skirtumas pasiekia kriting vertg [3]. Ivairiais skai¢iavimais potencialy skirtumo kritiné riba svyruoja
nuo 0, 4 iki 1V [12, 61]. Transmembraninio potencialo verté kurios metu jau pastebimi negrjztami
lastelés membranos poky¢iai yra apie 5V [61].

SkaiCiuojant potencialy skirtuma atsizvelgiama j tai jog lgstelés néra idealiai taisyklingos
formos. Zinoma, kad potencialy skirtumas néra vienodas visame membranos pavir§iuje. Didziausias
potencialy skirtumas yra pasiekimas tose membranos vietose, kurios yra arciau elektrody pavirSiaus
[10]. Tam jtakos turi ir Igstelés orientacija elektrinio lauko linijy atzvilgiu.

Kuo didesn¢ lgstel¢ yra veikiama elektrinio lauko, tuo didesnis jos pavirSiaus plotas btna
elektroporuojamas [18]. Tai reiskia, kad didesnés Igstelés yra jautresnés elektrinio lauko poveikiui, o
indukuoto potencialo didumas priklauso nuo lgstelés skersmens. | tai bitina atsizvelgti parenkant
iSorinio elektrinio lauko intensyvuma, nes kritin¢ transmembraninio potencialo riba priklauso nuo
lastelés geometriniy matmeny.

Potencialy skirtumas sferinés formos lgsteléms homogeniniame elektriniame lauke, kurio
poveikio trukmé ilgesné nei keli Simtai mikrosekundziy isreiskiamas Schwano (1) lygtimi [8]:

Ad,, = f-R-E -cos(0) (1.8)

¢ia E — iSorinio elektrinio lauko stipris (V/cm) ; R — lastelés spindulys (um) ; & — kampas
matuojamas tarp elektrinio lauko krypties ir lastelés normalés (0 - 0° 0 - 180°). Konstanta f
geometrinis faktorius, kuris sferinés formos lgsteléms lygus 1,5 , o strypo formos lgsteléms lygus 1.

Norint apskaiciuoti transmembraninj potencialg sferinés formos Igsteléms, kai elektriniam
laukui sukurti naudojamas sinusinis signalas, kurio daZnis maZesnis nei 1 MHz bei staciakampio

impulso trukmé didesné nei 1us, naudojama pirmos eilés Scwano (2) lygties iSraiska [9] :

Ab, =f R E-cosf-(1— exp(—TL), (1.9)
¢ia 1, — laiko konstanta apibréZianti membranos uZsikrovimo trukme:
R-em
Tm = G;0e (1.11)
ZId-O‘i'Z—'O'e-FR ‘Om

¢ia oj, 0,, o, lastelés citoplazmos, lgstelés membranos ir suspensijos kurioje yra Igstelé
elektrinis laidumas; &, — 1astelés membranos dielektriné skvarba; d — membranos storis; R — lastelés
spindulys. Membranos uzsikrovimo laiko konstanta priklauso nuo lastelés spindulio. Kai Igstelés

spindulys matuojamas mikrometrais, tai t,,, < 1us , kai lastelés didesnés, tai t,,, > 1us [11].
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Transmembraninj potencialo pokytj lemia ne tik iSorinis elektrinis laukas, bet ir lgstelés
ramybés potencialas. Ramybés potencialo susidarymas priklauso nuo teigiamy ir neigiamy jony tam
tikro santykio lgstelés viduje, o jo dydis Igstelés iSorinéje membranoje svyruoja nuo - 90 mV iki — 40
mV [15]. Lastelés vidinéje membranoje (mitochondrijos) pastebimas didesnis ramybés potencialas,
kuris kai kuriais atvejais gali vyruoti nuo -150 iki -200 mV (neigiamas viduje organelés) [61], o tai
leidzia vidinéje membranoje indukuoti mazesnj elektrinj lauka norint pasiekti kriting TRMBP verte.
Galima daryti prielaidg, kad panaSus ramybés potencialas yra ir Igstelés branduolyje. Literaturos
Saltiniy analizés metu nerasta aiSkaus skirtumo tarp TRMBP kritiniy verciy, todél laikoma, kad norint
pasiekti hidrofiliniy pory formavimasi vidiné¢je membranoje reikia indukuoti tokia pat kritiné

TRMBP skaitiné verte kaip ir iSorinéje membranoje.
1.3.5. Elektrinio potencialo gradientas

Svarbiis joninio laidumo faktoriai lasteléje yra Na — K siurbliai, kurie eksportuoja teigiamus Na
jonus ] Igstelés iSore ir K laidumo kanalai, kuriais teigiami K jonai gali laisvai judéti per membrang
i§ lastelés ir j Iastele. Sie du reigkiniai atspindi elektrocheming pusiausvyra lasteléje, kuri tiesiogiai
susijusi su ramybés potencialo dydziu [7]. ] membrang galima zitréti, kaip j jkrauta elektrinj
kondensatoriy, nes jos pavirSiuje kaupiasi nesubalansuoti jonai, o dé¢l Sios priezasties citoplazma

iSlieka neutrali [7]. Lastelés membranos ,,uzsikrovimo* laikas tiesiogiai priklauso nuo Igstelés dydzio

[19].

1.7 pav. Rodyklés vaizduoja elektrinio potencialo gradiento kryptj. Sviesios rodyklés rodo ramybés
potencialo, tamsios rodyklés elektrinio lauko sukurto potencialo kryptj. E — elektrinis laukas, M —

membrana, r — lastelés spindulys. Rodykliy ilgis atitinka potencialy dydj [12]

Gauta transmembraninio potencialo reikSmé visada yra lygi ramybés potencialo ir iSorinio
elektrinio lauko sukelto potencialo sumai. Kai $i potencialy suma tam tikroje Iastelés membranos

vietoje pasiekia 250 mV skaiting verte, Sioje vietoje membrana tampa laidi mazoms molekuléms [10].
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1.4. Sonoporacijos proceso analizé

1.4.1. Kavitacija

Sonoporacijos procesas pagrjstas ultragarso bangy poveikiu j terpg, kurioje vyksta dujiniy
intarpy kavitacija. Kavitacija, tai ultragarsinés kontrastinés medziagos, bei mikroburbuly
susiformavusiy i$ skys¢io dujy osciliacija bei sprogimas akustiniame lauke. Tikslus sonoporacijos
mechanizmas §iuo metu dar néra iki galo Zinomas. Zinoma, kad svarbus faktorius sonoporacijos
efektyvumui yra kavitacijos vieta proceso metu [32].

Tiek stabili tiek inerciné kavitacija sukelia pory formavimasi [33, 34]. Proceso efektyvumas
priklauso nuo ultragarso intensyvumo, ekspozicijos trukmés, centrinio daznio, rézimo (tolydaus ar
impulsinio), bei veikimo ciklo.

Naudojant skenavimg elektroniniu mikroskopu buvo sonoporuojamos dviejy tipy Zmogaus
lastelés (glioblastomos ir kriities vézio) [29]. Sis tyrimas parodé, kad lastelés laikinyjy laidZiyjy pory
susiformavimas ir Igstelés membranos pralaidumas po sonoporacijos, priklauso nuo lastelés tipo [29].

Didelés amplitudés virpéjimai Salia mikroburbuly yra pirminis sonoporacijos efektas, o
mikroburbuly sprogimai lemia mazesnj sonoporacijos efektyvumag [42] ir gali sukelti Igstelés mirtj
[43].

Mikroburbulas Sprogimas
I I Siluma
o o 3 |:> Sprogimo bangos
Slyties jégos

Suspaudimas

\/

ISsiplétimas

Akustinis slégis

1.8 pav. Mikroburbuly atsakas j ultragarso bangos sukeltg akustinj slégj [55]

Burbulai susitraukia kai akustinis slégis padid¢ja ir iSsiplecia, kai akustinis slégis sumaz¢ja.
Mikroburbulo sprogimas jvyksta, kai burbulo sienel¢ neatlaiko akustinio slégio sukelto spaudimo.
Ivykes mikroburbulo sprogimas sukelia sprogimo (jaudinimo) bangas kurios sujaudina lgstelés

membrang ir padidina Iastelés membranos pralaiduma (ziiir. 1.8 pav.).
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1.4.2. Sonoporacijos efektyvumo jZvalgos

Atliekant sonopracijos eksperimenta buvo kei¢iamos mikroburbuly vietos membranos
pavir$iuje, rezultatai parodé¢, kad burbuly saly¢io su membrana vietose buvo pastebéti membranos
pazeidimai [30]. Eksperimenty rezultatai parodé, kad sumazéjes lastelés membranos spaudimas,
hipertoniniame tirpale, skatina membranos atsistatyma po sonoporacijos, o geriausiai atsistato
sferinés formos lgsteliy membranos turinios mazesnj jtempima [31]. Nutraukus ultragarso poveiki,
laidziyjy pory uzsivérimas (membranos atsistatymas) trunka apie 1 min. [58].

Eksperimento metu buvo tirta Igsteliy pralaidumo ir gyvybingumo priklausomybé nuo
mikroburbuly dydzio. Pastebéta, kad sonoporacijos efektyvumas priklauso nuo kontrastinio agento
mikroburbuly dydzio. Mazesni mikroburbulai uztikrina didesnj sonoporacijos efektyvuma bei didesnj
lasteliy gyvybinguma [35]. Naudojant kontrastinj agenta su didesniais mikroburbulais pastebéta,
kad sonoporacija vyko platesniame lgstelés membranos ruoze [35].

Eksperimento In Vitro (laboratorinis tyrimas) metu, geriausi sonoporacijos rezultatai buvo
pasiekti naudojant 0,88 MPa akustinj slégj [36, 37, 38]. Panaudojus zemg akustinj slégj (0,05 iKi
0,3 MPa) po mikroburbuly kavitacijos lastelés membranoje atsiradusiy pory dydis yra nuo 100 nm
iki 1,25um [54]. Akustinis slégis didesnis nei 1MPa sukelia lasteliy sukibimg bei lgsteliy mirtj
akustinio slégio centre, kas sumazina sonoporacjos efektyvuma [36]. Tyrimai parod¢, kad auksto
intensyvumo ultragarsas gali pakeisti lasteliy membrany pralaidumg [39]. Virsijus 0,3 W/cm?
(keitiklio Zadinimo jtampa 60 Vpp) ultragarso intensyvuma, pastebimas zymus lasteliy gyvybingumo
sumazéjimas [39]. Lastelés membranoje prasivérusiy pory dydis priklauso nuo akustinio slégio
didumo ir nuo poveikio trukmés. Kuo akustinis slégis didesnis arba poveikio trukmé ilgesné, tuo pory

spindulys didesnis [55].

o o
o
o o
o
o

o
Lasteliy mirties spindulys

Kavitacijos poveikio spindulys

1.9 pav. Kavitacijos proceso poveikio priklausomybé nuo Igstelés atstumo iki mikroburbulo. Kai
lastelé nuo burbulo yra atstumu Ry, jos mirties tikimybé didziausia. Jeigu lastelé nuo burbulo yra
atstumu Rz — Ry, tuomet jvyksta Igstelés sonoporacija. Lastelé kuri nuo burbulo nutolusi atstumu
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didesniu nei Rg néra paveikiama kavitacijos reiskinio. Lasteliy mirties spindulys — (angl. Killing

radius - Rg), kavitacijos poveikio spindulys — (angl. Blast radius - Rp) [49]

Ultragarso poveikis gali padéti pernesti mazus junginius , makromolekules j lgsteles bei
baltymus ir DNA ] audinius. Manoma, kad §iy biologiniy poveikiy egzistavimg lemia mikroburbuly
virp¢jimas arba sprogimas akustiniame lauke. Tinkamai parinkti akustinio lauko parametrai déka
mikroburbuly osciliacijos ar sprogimo, sukelia griztamus lastelés plazminés membranos prasivérimus
[47, 48]. Laboratoriniuose ir klinikiniuose tyrimuose, kontrastinis agentas su mikroburbulais
suleidziamas | Igsteliy suspensija tam, kad akustinio lauko poveikyje, buty Kkaip kavitacijos
branduoliai [50]. Sitie kavitacijos branduoliai sustiprina biologinj poveikj lastelése ir audiniuose [51,
52, 53].

Per didelé mikroburbuly koncentracija sumazina sonoporacijos , bet padidina lastelés mirties
tikimybe [49]. Norint pasiekti gerus molekuliy pernasos i lastele rezultatus, biitina uztikrinti tinkama
lasteliy ir burbuly santykj bei naudoti mazos galios akustinj laukg [49]. Mikroburbulo poveikis
lastelei pasireiskia, kai atstumas nuo mikroburbulo iki lastelés yra nuo 3 iki 90 mikroburbulo

spinduliy [49]. Sis atstumas labai panasus j atstuma tarp burbuly [49].

1.4.3. Mikroburbulo saveika su Igstele

Siuo metu yra keletas sonopory susidarymo aiskinimo budy, kurie i§ dalies yra koncepciniai,
nes kai kurie 1§ jy néra iki galo patvirtinti. Visi Sie biidai yra aiSkinami mikroburbuly sgveika

akustiniame lauke.

Qush shea,

1.10 pav. Pory formavimosi mechanizmai sonoporacijos proceso metu [56, 57]

Sonoporacijos proceso metu naudojami mikroburbulai kurie yra padengti lipidais. Lipidinis
mikroburbulo dangalas sustiprina jo sieneles, tode¢l jie tampa atsparesni akustinio slégio pokyciui.

Reikia atsizvelgti | tai, kad skylantys burbuliukai negali sukurti laidziyjy pory lastelés membranoje,
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nes skilimo metu sunaudojama svarbi energijos dalis [58]. Todél galima teigti, kad sonoporacijos

efektyvumas didesnis tuomet kai mikroburbulai islieka vientisi.

R/
L X4

K/

Sonopory susidarymo btdai [56, 57, 58]:

Stiimos procesas (angl. Push), kai mikroburbulas liecia Igstelés membrang, tuomet iSorinis
akustinis laukas spausdamas burbulg j lastelés vidy, tuo padiu praveria membrana. Sis
procesas galimas tod¢l, kad mikroburbulo sienelés yra plastiSkesnés uz lastelés membrang
bei vyksta tik akustinés bangos maksimumo fazéje. Stimos procesas pasiekiamas per puse
ultragarso ciklo;

Traukos procesas (angl. Pull), kai akustinés bangos fazé yra minimume, tuomet
mikroburbulas iSsiplecia ir Siek tiek atsitraukia nuo membranos palikdamas tarpelj j kurj
suteka skystis. Burbulo atsitraukimo momentu sukuriamas srautas ir traukos jéga kuri | save
traukia membrang ir praveria jos poras. Traukos procesas pasiekiamas per puse¢ ultragarso
ciklo;

Ciurkslés procesas (angl. Jetting), kai mikroburbulas sprogsta asimetriskai, o sprogimo metu
susidariusi &iurkslé praduria membrang tarsi adata. Sis procesas jvyksta po pusés ultragarso
ciklo ir taikant didelés amplitudés akustines bangas. Taip pat néra jrodyta ar Sis reiskinys
sukelia grjiztamus membranos pralaidumo poky¢ius;

Srovés procesas (angl. Streaming), kai skysciy srautas aplink mikroburbulg, burbului esant
Salia lgstelés yra pakankamai stiprus, kad sukurty Slyties itempima. Kritinj Slyties jtempima
padeda pasiekti ilgi ultragarso impulsai, kurie sukuria skysé¢io srautus aplink silpnai prie
lastelés membranos prisitvirtinus] mikroburbulg;

Perkélimo procesas (angl. Translation), kai naudojamos terapinis poveikis privercia burbulg
jeiti j lastelés membranos dvisluoksnj arba patekti j lastelés vidy. Siam procesui pasiekti
naudojami ilgi, Zemos amplitudés akustiniai impulsai. Radiaciniy jégy veikiamas
mikroburbulas skverbdamasis per membrang netenka dalies dangalo, todél patekes j lastele
arba membranos vidinius sluoksnius iStirpsta;

Inerciné kavitacija, kai intensyvus mikroburbuly formavimasis arba jy sprogimas sukelia
jaudinimo bangas, kurios Zaloja visus darinius esanéius greta. Sios bangos sujaudina
membrang suformuodamos laidzigsias poras.

Yra zinoma, kad membranos dvisluoksnis pats savaime gali veikti kaip kavitacijos branduolys

[58]. Akustinio slégio jtakoje membranoje susidaro dujinés ertmés kurios gali praverti membranoje

poras.

Taip aiSkinamas sonopory susidarymas membranoje, kai nenaudojami kontrastiniai agentai su

mikroburbulais.
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1.4.4 . Sonoporos atsiradimo tikimybés skirstinys

Jeigu mikroburbuly pasiskirstymas yra tolygus, tuomet mikroburbulai aplink Igstele iSsidésto
pagal Puasono skirstinj [40]. Darant prielaida, kad viena pora yra sukuriama vieno mikroburbulo,
tikimybé turéti N pory yra apibréziama Puasono skirstiniu f(N; ) [41]:

f(N; ) =AY -e=*/N!, (1.12)
¢ia A - pory skaiCius.

I$ to seka, kad tikimybé jog nesusiformuos nei viena pora yra lygip, = f(0; 1)arba

susiformuos viena pora:

Po = f(1;4) (1.13)
Taigi tikimybé turéti bent viena porg (N = 1) Igstelés membranoje yra [41]:
Ppore = 1-po=1-f(0;2) (1.14)

Bet Dpore = Neurr/Mnot » KUN Ny — eksperimenty skaiCius kuriuose buvo matuota srové ir
Npot — €ksperimenty skai¢ius. Formulé 1.12 skirta nustatyti Puasono skirstinj pagal 1.13 formulg.

Taigi, tikimybé, kad susiformuos viena pora jvykus poracijai, pagal formule [41],
Papore = 5o = F(LA)/[1 = F(O; ], (1.15)

yra didesné nei ~95% [41]. Kad susiformuos tik viena pora, tikimybé islieka tik tuomet, kai

mikroburbuly koncentracija yra labai maza.
1.5. Elektrosonoporacijos metodo analizé

Sis metodas, tai nauja Igstelés membranos pralaidumo tyrimo kryptis. Siuo metodu siekiama
1$siaiskinti ar kombinuotas elektroporacijos ir sonoporacijos procesas gali padaryti 1astelés membrang
labiau pralaidesng vaistams, genams, baltymams ir kitoms biologiSkai aktyvioms molekuléms, nei
abu Sie metodai taikomi atskirai. Pirmieji elektrosonoporacijos efektyvuma (in vivo) naudojant geny
terapija tyré Yamashita ir kt. [67]. Gauti rezultatai parodé, kad peliy raumeninio audinio pazeidimai
buvo maZesni naudojant elektrosonoporacija nei elektroporacija. Véliau Yamashita ir kt. tyré peliy
kepeny karcinomos gydyma, naudojant geno perkélimg (in vivo) elektrosonoporacijos metu. Buvo
pasiekta didelé peliy iSgyvenimo tikimybé po atlikto gydymo, todél padaryta iSvada, kad toks geny
perkélimo metodas yra perspektyvi tolimesniy tyrimy kryptis [68]. Paveikslélyje 1.11 pav. pateikiami

tyrimuose gauti rezultatai.
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1.11 pav. Elektroporacijos, sonoporacijos ir elektrosonoporacijos procesy efektyvumo ir Igsteliy

gyvybingumo nustatymo tyrimas [23]

Taip pat elektrosonoporacijos efektyvuma geny pernasos (in vitro) metu tyré J.M Escoffre ir kt.
[66]. Pirmiausia, lastelés buvo elektroporuojamos DNR plasmidémis, kurios buvo pazymétos
fluorescenciniu zymekliu, o po to viena lasteliy grupé papildomai dar buvo sonoporuojama naudojant
kontrastinius mikroburbulus. Po 24 valandy pastebéta, kad lastelés su kuriomis buvo naudojama
elektrosonoporacija, pasisavino keturis kartus daugiau DNR plasmidziy, o pernasos efektyvumas
buvo $esis kartus didesnis. Tyrime aprasoma, kad taikant kombinuotg metoda, elektroporacija sukelia
DNR plasmidziy susiporavimg ant lgstelés membranos, o paveikus lgsteles ultragarso bangomis,
naudojant kontrastinius mikroburbulus, DNR plasmidés lengvai ir greitai patenka j lastelg. Todel
buvo padaryta prielaida, kad sonoporacija padidina pernasos efektyvuma, o elektroporacija padeda
lasteléms islikti gyvybingomis.

Paskutiniai laboratoriniai lastelés membranos pralaidumo ir Igsteliy gyvybingumo tyrimai po
elektroporacijos, sonoporacijos ir taikant kombinuota metoda buvo atlikti 2013 mety pabaigoje [23].
H. Wang ir kt. atlikti tyrimai parodé, kad taikant abu metodus vienu metu, parinkus tam tikrus
elektrinio ir akustinio lauky parametrus, Iasteliy membrany pralaidumas yra didesnis nei kiekvieno
metodo atskirai. Taip pat pastebéta, kad Iasteliy gyvybingumas buvo didesnis nei po elektroporacijos
ir labai panasus j sonoporacijos proceso. Buvo iskelta hipotezé, kad elektrinis laukas ir akustiné banga
taikomi Igstelei tuo paciu metu statmenomis kryptimis, gali lemti efektyvesng molekuliy pernasa tuo
paciu metu uztikrinant didZiausig lipidiniy pory susiformavimg veikiamoje Igstelés membranos

vietoje [23].
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2. LASTELES TRANSMEMBRANINIO POTENCIALO TYRIMAS

2.1. Lastelés ekvivalentinés grandinés modelis

Ekvivalentinés grandinés modelis, tai supaprastintas daugiasluoksnio dielektrinio (2.1 pav.)
modelio variantas, tod¢l dielektrinio lgstelés modelio parametrai (1 Lentelé) yra naudojami grandinés

modelyje, tik paver¢iami atitinkamais grandinés komponenty parametrais.

E(7)

2.1 pav. Daugiasluoksnis dielektrinis sferinés formos lastelés modelis [62, 65]

Dielektriniame modelyje iSorinio elektrinio lauko poveikio metu yra atsizvelgiama j daugelj
svarbiy lgstelés elektriniy parametry, bet lastelés membranos, citoplazmos, branduolio (organeliy)
citoplazmos, membrany, taip pat suspensijos laidumai imami kaip konstantos ir modeliavimo metu
néra kei¢iami. Taip pat skai¢iavimuose néra kei¢iamos ir kei¢iami atitinkami santykiniy skverbciy
dydziai. Modeliuojant kei¢iami geometriniai parametrai, bet skai¢iuojant TRMBP kitimg néra
atsizvelgiama ] membrany storius, tod¢l, kad modelis orientuotas i lastelés ir organeliy spinduliy
dydzius, o nm eilés membranos storis jiems didesnés jtakos neturi. Modelyje taip pat néra
atsizvelgiama j elektrinio lauko linijy kryptj, kurj apibréZia kampas 6.

Sis lastelés modelis apibrézia potencialo kitima lastelés membranoje tiek branduolio
membranoje (lastelés membrana vadinama iSorine, o branduolio — vidine). Todél dar vadinamas
dvigubu modeliu, nes atsizvelgia, ne tik j iSorinés membranos pokyc¢ius, po elektrinio lauko poveikio,
bet galima sumodeliuoti §io lauko jtaka organeliy TRMBP poky¢iui. Taip yra todél, kad iSorinio
elektrinio lauko E (t) kitimas, vienu metu veikia abi membranas tuo paciu citoplazmag esancig tarp
branduolio membranos ir lastelés membranos bei citoplazmg esancig branduolyje. Kadangi didZiaja
lastelés dalj sudaro laidi citoplazma, jos membrana galima apibrézti kaip talpumo elementa Cm

ekvivalenty membranos organoidy laidumui G. Tai pat branduolio membrana, prilyginama talpumui
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Cn ekvivalenCiu organelés citoplazmos laidumui Gn. Todél membraniniy potencialy kitimas

priklauso nuo talpumy bei ekvivalenc¢iy jiems laidumy.

Taip pat Siame modelyje yra atsizvelgiama j Igstelés geometrinius parametrus (1 Lentelé).

o E o
3
1
V=15RE| G 3 '
E
“ell
(, ......... l .............................. sesane ‘ .......... rasasaserrrIrasEsTeTEIaY O
[t Lt
R" : inuc —l'SRnE
: GFI
1
e, 4 O
Lastelé v Lastelés organelé

2.2 pav. Ekvivalentiné elektrinés grandinés modelio schema [62, 65]

Atsizvelgiant | ekvivalentinés grandinés schema, aprasoma priklausomybé tarp jtampos

tenkancios lgstelei ir iSorinio elektrinio lauko [62].

V(s)=f"Rc E(s),

(2.1)

gia f ~ 1,5 - sferinés formos lastelés geometrinis faktorius, R, — lastelés spindulys. Si priklausomybé

galioja visuomet kai yo,y: > ym it R, > d., Kur s =j - w.

[Sorinés membranos perdavimo charakteristika apibréziama lygtimi:

Hy(s) = Yn®) — 1L5R. -

1
s:Cm

1,5

Rc

1
E(s =
(s) ctson

- Teell'St1

1 Lentelé. Daugiasluoksnio Igstelés modelio elektriniai parametrai [65]

Parametras Lastelés komponentas Modeliavimo verte
Suspensija ¥o = 0,6
Lastelés membrana Y =1-107°
Laidumas, S/m | Lastelés citoplazma Yme = 0,5
Branduolio membrana Yp=1-1073
Branduolio citoplazma Ve = 1
Santykiné Suspensija & =80
Lastelés membrana en =10
skverbtis Lastelés citoplazma €me = 80
Branduolio membrana Egm = 10
Branduolio citoplazma &, =80
Geometriniai Lastelés membranos storis 0,007
parametrai, pm Branduolio membranos storis | 0,04

(2.2)
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Remiantis literatiiros Saltiniu [2] membranos uzsikrovimo laikas aprasomas Schwano lygtimi:

1 1 Ei'€m
Teeu = (2—),0 + Z) o Re (2.3)

¢ia g; — vakumo skverbtis.
[tampa per laidumo elementg G :

Vi(s) = 1,5 R, - E(s) L (2.4)

1
E+5-Cm

Kadangi lastelés membrana yra labai plona ( d,,, = 0,007 - 10~%m), Iastelés vidinis elektrinis
laukas iSreiSkiamas naudojant ne vidinj spindul;j iki Igstelés membranos visinés sienelés, bet Igstelés
spindulj kartu jskaic¢iuojant iSorinés membranos storj ] bendrg lgstelés spindulio ilgj.

Vi(S) _ 1,5 Tcell’s

Ei(s) = “E(s) (2.5)

R, Teell'St+1
Kai elektroporacijai naudojami auksti dazniai (w.e;; > 1), tai E; = 1,5 - E, 0 naudojant Zemus

daznius( weey K 1), tai E; < E. Lastelé su iSoriniu elektriniu lauku sgveikauja kaip filtras.

Itampos kritimas ant organelés, veikiant ja elektriniu lauku E; lygus [62]:

1,5 Tcerl’s
Vinuc(s) = Ei(s) "R, = ﬁ ' E(S) "R, (2-6)
cell
Vidinés membranos perdavimo funkcija:
_ Vam(s) _ 1,5Tcel'S'Rp *S
Hnm(S) o E(s) o (Tnucs+1) (Teens+1) (27)
Vidinés membranos uzsikrovimo laikas :
1 1. g€
Thuc = (2_]/c E) ' ld_nm "Ry, (2-8)

Remiantis lgstelés parametrais (laidumas, skverbtis, geometrinis faktorius) membrany

uzsikrovimo laiko konstantoms galioja lygybé 7, < Tcenr-

2.2. Transmembraninio potencialo laikiné analizé

Panaudojus Aplaso transformacijas vidinés ir iSorinés membranos perdavimo funkcijy lygtims,

kintantis elektrinis laukas E (s) gali bati iSreiskiamas lygtimis [62]:

Vm(t) = L7 [Hp(s) - E(5)] (2.9)
Vam () = L_l[Hnm(S) E(s)] (2.10)
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Elektroporacijai naudojant staciakampius impulsus, kintancio elektrinio lauko amplitudé kuri
veikia lgstelés membrana, gali buti iSreiSkiama E-[1-(t) —1-(t —7)]. Tuomet iSorinés

membranos transmembraninis potencialas impulse pabaigoje lygus:

-T

Vp=15"R, - E - (1 — eTcert) (2.11)
Kai 7 >4 -1, tuomet iSoriné membrana gali gali pilnai jsikrauti ir i$laikyti didziausig
transmembraninj potenciala (V;,, = 1,5 R.) iki impulso pabaigos. Kai T «< .. iSoriné membrane
uzsikrauna prastai ir pasiekia mazas potencialo vertes impulse pabaigoje [62]. IS to seka, kad per
trumpi impulsai neleidzia iSoriniai membranai pilnai uzsikrauti. Reikia paminéti, kad iSoriné
membrana néra pilnai jsikrovusi kai transmembraninis potencialas pasiekia savo didZiausig reikSme.

Analogiskai yra apibréziama jtampa tenkanti vidinei membranai:

_ L5TeeuRn z i

v = WSTetRnE o oy (2.12)

Tcell~Tnuc
Kai 7 > 4 - 7,4 , vidiné membrana pasiekia didZiausia potencialo dydj, bet impulse pabaigoje
sumazéja iki 0. Kai T < T,y < Teep VNM pasiekia mazas vertes ir pilnai nejsikrauna [62]. Todél
galima teigti kad vidinés membranos uzsikrovimas priklauso nuo vidinés ir iSorinés membranos
uzsikrovimo laiko konstanty, nes 7,,,. daug karty mazesné nei t.,;; todél tiek per trumpas tiek per
ilgas elektrinio lauko poveikis gali sukelia transmembraninio potencialo depoliarizacija vidingje
membranoje . Pasibaigus impulsui, abiejy membrany i$sikrovimo laikai nusakomi atsizvelgiant j Sias

laiko konstantas.

2.3. Ekvivalentinio grandinés modelio simuliaciniai tyrimai

Lastelés branduolys yra didziausia Igstelés organelé, kurios skersmuo 4 — 10 um, dazniausiai
rutulio formos. Zinoma, kad jprastomis salygomis lastelés membrana ir mitochondrijy membranos
prasivérusiy pory neturi, priesingai nei branduolio membrana. Branduolio membranoje nuolatos yra
prasivérusiy pory, kitaip dar vadinamy branduolio poros kompleksais. Sie kompleksai pasyvios
difuzijos metu praleidzia j branduolio vidy molekules kuriy skersmuo iki 9 nm [70]. Dideliy
molekuliy patekimas yra ribotas ir priklauso nuo to ar yra tai molekulei skirtas judrus pernasos
baltymas. Makromolekulés be baltyminio neSiklio pro branduolio membrang nepraeina, iSimtis tik
kai kurie virusali.

Pries navikiniy vaisty molekulés, tokios kaip bleomicino j Igstelés branduolj patenka ir sukelia
reikalaujamg citoksinj poveikj (DNR grandziy suardyma). Pro lastelés membrang bleomicinas

Iprastomis saglygomis patenka dviem budais:
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1. Pinocitozés buidu, bet intaktinése molekulése nepasizymi citoksiniu poveikiu [71]
2. Endocitozés budu, kuomet vaisto molekulé saveikauja su ne$ikliniais baltymais ir taip
patenka j Igstelés vidy. Taciau nustatyta, kad Sis procesas labai 1étas ir gali transportuoti

ribotg kiekj molekuliy [71]

Todél, norint pasiekti didesn;j §io vaisto efektyvuma, biitina naudoti didelius Sio vaisto kiekius
arba palengvinti §io vaisto patekimg j lastelg. DaZzniausiai naudojami buidai, tai elektroporacija [4,71]
ir sonoporacija [73]. Bleomicino molekulés j branduolj patenka lengvai, nes jy skersmuo mazesnis,
nei 9 nm. Taciau jy patekimo j lastele per jos plazming membrang palengvinimui reikia nuosekliy
papildomy tyrimy.

Geny pernasos metu, DNR molekulés j branduolj patenka tik per keleta valandy. Toks ilgas
DNR molekulés patekimo i branduol;j laikotarpis dar néra iki galo iStirtas.

Kad geriau i$siaiSkinti kaip palengvinti bleomicino, dideliy molekuliy, geny patekimga i lastele
arba mitochondrijas per jy plazmines membranas, taip pat DNR plazmidziy ir kity dideliy molekuliy
patekimui j branduolj, buvo nusprgsta atlikti kompiuterinj modeliavimg. Modeliavimo rezultaty

kitimo grafikai pavaizduoti 2.3 pav.
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2.3 pav. TRMB potencialo kitimas, kai E=1kV/cm, o lastelés skersmuo 20 um

Atlikus literatiiros Saltiniy analize ir i$siaiSkinus pagrindinius elektroporacijos ir sonoporacijos

tyrimy metodikos principus, taip pat naudojantis 2.1 ir 2.2 skyriuose apraSomomis formulémis buvo

sukurtas lgstelées TRMBP modelis. Modelis buvo sukurtas naudojantis inzineriniy ir moksliniy

skai¢iavimy paketu Matlab. Modeliui kurti buvo panaudoti standartiniai Igstelés ir suspensijos
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elektriniai ir dielektriniai parametrai kurie apraSyti 1 lenteléje. Lentel¢je néra nurodomi lastelés ir
branduolio spinduliai, kurie buvo parinkti pagal tyrimy pobadj. Sio tyrimo metu buvo modeliuojamas
lastelés ir lastelés organeliy membrany indukuotieji potencialai. Kadangi elektroporacijos
efektyvumas priklauso nuo veikiamo membranos pavirSiaus ploto, todél kai modeliavimo metu
parenkamas mazas branduolio spindulys (1,5 — 5 um) gautus branduolio TRMBP dydzius galime
laikyti artimus mitochondrijos ar kitos lastelés organelés TRMBP. Mitochondrijos neturi stabilios
formos, dazniausiai biina cilindriSkos, bet kai kuriais atvejais ir apvalios. Todél modelio

skaic¢iavimuose laikoma, kad branduolio TRMBP atitinka lgstelés organeliy TRMBP.
2.4. Transmembraninio potencialo daZninés ir fazinés priklausomybés

Tyrimo metu, naudojantis 2.2 ir 2.7 perdavimo funkcijy formulémis buvo istirtos lastelés
membrany TRMBP dazninés ir fazinés charakteristikos. Atliktas tyrimas parodé¢, kad dazniai mazesni
uz 2 - 10*Hz iSoriné membrana praleidZia geriausiai, nes dazniui pasiekus 2 - 10* Hz riba, prasideda
membranos TRMBP amplitudés kritimas. Vidiné membrana geriausiai praleidzia daznius kurie yra
siaurame dazniy juostos diapazone nuo 0,5 - 10° Hz iki 14,5 - 10° Hz. Siame diapazone pastebimas
-3,01dB vidinés membranos TRMBP amplitudés kritimas, kas atitinka 0,7 amplitudés lygio. Todél
dazniai nepatenkantys i Sio diapazono ribas suteiks didesnj slopinima.

Dazniné charakteristika
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2.4 pav. Lastelés dazniné charakteristika, kai Igstelés skersmuo 20 um

ISorinés membranos TRMBP -3,01dB amplitudés kritimas pastebimas esant 0,5-10° Hz
daZniui. Todél iSoring membrana galime laikyti Zemy dazniy filtry, o viding juostiniu filtru. Tiek
vidiné tiek iSoriné membranos veikia kaip pirmos eilés filtrai, nes dazniui padidéjus dekada abiejy

membrany amplitudés lygis sumazéja -20 dB (Ziar. 2.4 pav.). Toks amplitudés lygio mazéjimas
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dekadai pastebimas diapazone nuo 3,4-10°Hz iki 1-10°Hz. Dazniy juostoje iki 3,4 - 10°Hz
matomas 20 dB dekadai vidinés membranos TRMBP amplitudés didé¢jimas. Kai Rc =10 um ,
sumodeliuotas -99 dB potencialo lygis, o vidinés membranos, kai Rn=5 um sumodeliuotas -103 dB
potencialo amplitudé. Skirtumas tarp amplitudziy -7 dB, kuris parodo, kad elektriniai impulsai, kuriy
pasikartojimo daZnis diapazone nuo 0,02 - 10Hz iki 1-10°Hz iSorinés membranos TRMBP bus
didesnis 2,24 Karto.

Konstantos 1/t e Ir 1/Tyq Zymi staciakampio impulso energijos spektro pagrindinio lapelio
pabaiga, kas parodo sukuriamo spektro harmoniky daznj [62]. ISanalizavus Iastelés dazning
charakteristika galima tinkamai parinkti sta¢iakampio impulso trukme bei atitinkamg elektrinio
signalo amplitude. Tinkamai suderinta impulso trukmé ir amplitudé padés pasiekti TRMBP kriting
ribg abiejose membranose vienu metu, todél bus galima pagerinti elektroporacijos efektyvuma. Taip
pat atsizvelgiant j daZnines ir fazines charakteristikas galima tiksliau parinkti tolimesniy tyrimy
nustatymus.

Fazés priklausomybé nuo daznio (2.5 pav.) parodo, kad vidinés membranos reakcija j elektrinj
impulsg yra daug greitesné nei iSorinés membranos. Todél atsizvelgiant | sumodeliuotas daznines ir
fazines charakteristikas galima teigti, kad vidinei membranai labiau tinka trumpesni elektriniai
impulsai, o iSorinei ilgesni.

Faziné charakteristika
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2.5 pav. Lastelés faziné charakteristika, kai lastelés skersmuo 20 um

Kaip matome i§ formuliy 2.2. skyriuje didele jtaka TRMBP slopinimui turi lastelés skersmuo,
nuo kurio priklauso membrany uzsikrovimo laiko konstanty didumas. Todél norint iStirti daZniniy ir

faziniy charakteristiky priklausomybe nuo lastelés skersmens buvo atliktas skirtingo diametro lgsteliy
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charakteristiky palyginimas. Analogiskai kaip 2.4 pav. ir 2.5 pav. buvo sumodeliuotos 70 um
priklausomybés ir pateiktos viename grafike palyginimui (Ziar. 2.6 pav.).

IS gauty grafiky matome, kad dazniy diapazonai kuriose membranos yra pralaidzios trumpiems
arba ilgiems impulsams sutampa. Tai parodo, kad Igstelés skersmuo nedaro jtakos pirmos eilés filtro
dazninei charakteristikai, bet pastebimas didesnis amplitudés slopinimas. ISorinés membranos (is.2)
TRMBP amplitudé yra -102 dB, o tai -6 dB didesnis slopinimas, nei 20 um lastelés atveju. Vidinés
membranos apskai¢iuotas TRMBP amplitudé yra -109 dB, o tai -7 dB maziau nei vidinés membranos.
Tokj désningumg galima paaiskinti tuo, kad abiejy lgsteliy atvejais branduolio ir Igstelés skersmuo
skyrési du kartus. I§ faziniy charakteristiky palyginimo 2.6 pav. pastebime, kad 70 um lastelés tiek

iSorinés tiek vidinés membrany reakcijos j elektrinj impulsg yra greitesnés nei 20 um lastelés

membrany.
DaZniniy ir faziniy charakteristiky palyginimas
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2.6 pav. Dazniniy ir faziniy charakteristiky palyginimas, kai lastelés skersmuo 70 um arba 20 um

Gauti charakteristiky palyginimo rezultatai parodo, kad lastelés skersmuo tiesiogiai susij¢s su
TRMBP dydziu, veikiant jg skirtingais impulsy pasikartojimo daznumais, bet mazesnés lastelés yra
jautresnés ir grei¢iau reaguoja (uzsikrauna) paveikus iSoriniu elektriniu impulsu. Reikia paminéti, kad
tokie tyrimy duomenys gauti, kai Igsteliy skersmenys skyrési du kartus, bet daroma prielaida, kad
skirtingy diametry lgsteliy dazniniy ir faziniy charakteristiky kitimo désningumai turéty islikti

panass ir kitokio skersmens lasteléms.
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2.5. Transmembraninio potencialo priklausomybé nuo impulso trukmés

Atliekant simuliacinius eksperimentus buvo panaudotas vienas stac¢iakampio formos impulsas,
o impulso trukme keifiama pasirinktais laiko intervalais atsizvelgiant | branduolio ir iSorinés
membrany uzsikrovimo laikus.

Norint geriau pateikti sta¢iakampio impulso trukmeés jtaka abiejy membrany transmembraninio
potencialo poky¢iui, impulso amplitudé buvo nekeifiama ir nustatyta, kad uztikrinti 1 kV/cm
kintancio elektrinio lauko stiprumui, o lgstelés skersmuo /0 um arba 20 um. Lastelés skersmuo
parinktas atsizvelgiant j CHO (Kinijos ziurkéno kiausidziy) lasteliy skersmenj (6 — 25 um) [63].
Modelyje lastelés branduolio (vidiné membrana) skersmuo visais atvejais nustatytas dvigubai
mazesnis nei Igstelés skersmuo.

Pagal pateiktus lgstelés elektrinius parametrus (1 lentelé) buvo gauta, kad 70 wm lastelés
Teenn = 0,14 us, 0 5um branduolio 7,,. = 6,9 ns. Kai lgstelés skersmuo 20 wm tuomet t..; =
0,29 us , 0 10 um branduolio t,,,. = 13 ns. Laiko konstantos nulemia membrany uzsikrovimo ir
i$sikrovimo greitj, o tai turi tiesioging jtaka parenkant impulse trukmg.

El. lauko stiprumas 1 kV/cm
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2.7 pav. Lastelés iSorinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé nuo impulso

trukmeés, kai lastelés skersmuo 10 «m, o branduolio skersmuo 5 um. Vm — iSoriné membrana

Pirmiausiai buvo atlikti iSorinés Iastelés membranos transmembraninio potencialo
priklausomybés nuo impulso trukmés simuliaciniai eksperimentai. Potencialo kreivés (Ziar. 2.7 pav.)
Vm1 - Vm8 atitinka elektrinio impulso trukmes 0,001us; 0,025 us; 0,05 us; 0,1 us, 0,25 us; 0,5 us;
1 us; 2,5 us; 50 us.
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Transmembraninio potencialo didumas tiesiogiai priklauso nuo elektrinio lauko stiprumo ir nuo
to ar membrana spéja uzsikrauti iki didziausios vertés kol impulsas pasibaigia. Taip pat svarbus
faktorius yra Igstelés geometriniai parametrai, (Siame modelyje atsizvelgiama j 1gstelés ir branduolio
spindulius), bet atliekant laikinés analizés tyrimus parenkami du konkretiis lgsteliy dydziai.
Analizuodami grafika pateikta 2.7. pav. matome, kad didéjant impulso trukmei iSorinés membranos
transmembraninio (TRMBP) skaitiné verté didéja, tol kol pasiekia didziausia reik§me. Kai tau= 1 ns
TRMBP pokytis labai nezymus, o kai tau = 50 us lastelés membranos potencialas pasiekia 0,75 V
skaiting verte. ISorinés membranos skaitine TRMBP verté 0,75 V ribg pasiekia kai impulso trukmé

yra apie 0,56 us ,kas atitinka 4 - .,;; toliau didinant impulso trukme potencialas nesikei¢ia. Remiantis

literattiros S$altiniais [12,] zinoma, kad TRMBP riba prie kurios lgstelés membranoje susidaro

laidZiosios poros yra nuo 0,4 — 0,5 iki 1V, bet kitur nurodoma pradiné riba 0,2 V [61]. Zinoma, kad
potencialui pasiekus 250 mV verte membrana tampa laidi mazoms molekuléms [10], bet Siuo
modeliavimo atveju siekiama iSsiaiSkinti pralaidumg dideléms molekuléms, todé¢l laikysim, kad
tikroji riba nuo kurios prasideda pory formavimasis yra 0,4 V . Tuomet i§ grafiko matyti, kad 10 um
skersmens lgsteléje elektroporacija prasideda, kai impulso trukmé daugiau nei 0,1 us (Vm4 = 0,37 V).
Bet esant 1 kV/cm elektrinio lauko stiprumui kritiné 1 V verté néra pasiekiama. Todél galima teigti,
kad 1Sorin¢je membranoje pory prasivérimas jvyksta ir medziagy pralaidumas galimas.

El. lauko stiprumas 1 kV/cm
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2.8 pav. Lastelés iSorinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé nuo impulso

trukmés, kai lastelés skersmuo 20 «m, o branduolio skersmuo 10 gm. Vm — iSoriné membrana

Naudojant tokio pat elektrinio lauko stiprumg, buvo sumodeliuota impulsy trukmés jtaka
TRMBP, kai lIgstelés skersmuo 20 um. Pastebéti panasiis potencialo kitimo désningumai, bet tais
paciais laiko momentais potencialo skaitiné verté buvo didesné nei 10 um lastelés (Ziar. 2.8 pav.).

Kai tau = 0,1 us, tai Vm4 = 0,43 V , tai labai panasus dydis kaip ir nei 10 um lastelés. Bet kai tau =
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I us tuomet Vm7 = 1,45V, o tai beveik dvigubai daugiau nei 10 um lastelés. Kritiné potencialo verté
Siuo atveju pasiekiama intervale nuo 0,25 iki 0,5 us.

El. lauko stiprumas 1 kV/cm
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2.9 pav. Lastelés vidinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé nuo impulso

trukmés, kai lgstelés skersmuo 10 x«m, o branduolio skersmuo 5 um. Vnm — vidiné membrana

Pastebimai didesnés potencialo vertés randamos ir kitais stebétais impulso trukmiy atvejais.
Didesni TRMBP salygoja didesnis iSorinés membranos uzsikrovimo greitis, kuris priklauso nuo
lastelés spindulio [11]. Tik 1 ns atveju TRMBP dydis islieka nepakitgs. Tai galima paaiskinti
remiantis lastelés dazninés priklausomybés modeliavimu (2.5 skyrius) bei literatora [59 — 62].

Gauti dviejy skirtingo didumo lasteliy iSorinés membranos TRMBP modeliavimo rezultatai
patvirtina literattiroje [18] pateikta iSvada jog kritiné TRMBP priklauso nuo lgstelés didumo. Taip pat
analogiSki simuliaciniai tyrimai buvo atlikti ir Iastelés branduoliui. TRMBP kritiné verté vidinei
membranai laikoma tokia pat kaip ir iSorinei, bet jautrumas elektrinio lauko stiprumui nurodomas
didesnis [61], tai aiskinama didesniu baltymu kiekiu vidinése membranose. Todél modeliavimo metu
buvo bandoma pastebéti TRMBP nuo 0,4 iki 1 V. Kai tau= 1 ns tuomet priesingai nei abiem pries tai
analizuotais iSoriniy membrany atvejais pastebimas TRMBP nezymus padidéjimas Vnml (Ziir. 2.9
pav.). Vidinés membranos atsakas j iSorinj elektrinj impulsg buvo modeliuotas su tokiomis pat
impulsy trukmémis kaip ir 2.7 pav. ir 2.8 pav., tam kad buty galimg stebéti galima ry§j tarp abiejy
membrany uzsikrovimo. Kai impulsy trukmés nuo 0,025 iki 0,1 ns tirtais laiko intervalais pastebima
vidinés membranos TRMBP regeneraciné depoliarizacija (1.2.2. skyrius). Depoliaririzacija stebima
kol impulso trukmé virsija ... Kai impulso trukmé ilgesné neit..; tuomet depoliarizacijos néra,
vidiné membrana impulso trukmei pasiekus 7, reikSme¢ pilnai jsikrauna ir pasiekia didziausia
TRMBP. Po to iskart pradeda issikraudinéti, kol TRMBP pasiekia 0 V. Didziausias apskaiciuotas

potencialas 0,32V, o tai nesiekia pradinés poracijos vertés, todél 1 kV/cm elektrinio lauko stiprumas
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néra pakankamas uztikrinti pory prasivérimg vidinéje 5 wm skersmens branduolio membranoje
nepriklausomai nuo impulso trukmes.

El. lauko stiprumas 1 kV/cm
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2.10 pav. Lastelés vidinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé nuo impulso

trukmés, kai lgstelés skersmuo 20 um, 0 branduolio skersmuo 10 um. Vnm — vidiné membrana

Literatiiroje nurodoma, kad 20 um lastele veikiant 1 kV/cm elektriniu lauku ir impulso trukmei
esant 100 us, pory dydis iSorinéje membranoje yra 20 — 110 um, [62]. Nors 2.7 — 2.8 pav. naudota
didziausia impulso trukmé tau = 50 us , bet kadangi nepastebéta TRMBP pokycio kai tau > 1,16 us
galima teigti, kad pory dydis membranoje panasus prie visy impulso trukmiy didesniy nei 4 - 7.,
esant 1 kV/cm elektriniam laukui, kai Igstelés skersmuo 20 um (ziar. 2.11 pav.).
Trmb. potencialo priklausomybé nuo impulso trukmeés
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2.11 pav. Lastelés iSorinés ir vidinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé nuo
impulso trukmés. Grafike vaizduojamos didZiausios potencialo vertés prie atitinkamy impulso

trukmiy, Igstelés skersmuo 20 um, E=1kV/cm

Atlikus didziausiy TRMBP veréiy analize, pastebéta, kad tam tikru laiko momentu iSorinés ir

vidinés membrany potencialas sutampa. Kai tau=0,165 us,tuomet Vm = Vnm. Vidinés membranos
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TRMBP didziausia verté apskai¢iuojama, kai tau = 52 ns, o §i trukmé atitinka 4 - 7,,,,. . Kai tau > 52
ns TRMBP nesikeicia.

2.6. Transmembraninio potencialo priklausomybés nuo Igstelés skersmens

Sio tyrimo metu atlikti lastelés skersmens jtakos TRMBP didumui modeliavimo eksperimentai.
Pirmiausiai buvo siekiama iSsiaiSkinti, kaip kinta TRMBP dydis keiCiant iSorinés ir vidinés
membrany spindulius, bet nekeiciant elektrinio lauko stiprumo (E=1kV/cm) ir impulse trukmés (tau
=20 us).

Paveikslelyje 2.12 pav. matome, kad lastelés skersmeniui esant 25 um (Rc = 12,5 um, Rn =
6,25 um ) sumodeliuojamas didZiausias iSorinés ir vidinés membrany TRMBP, o kai Iastelés
skersmuo 6 um (Rc = 3 um, Rn = 1,5 um ) maziausias. Tod¢l galime teigti, kad modeliavimo metu
gautas potencialo dydis tiesiogiai priklauso lastelés skersmens, o modeliavimo rezultatai patvirtina

literatiiros Saltiniuose aprasSytas iSvadas [59 — 62].

Trmb. potencialo priklausomybé nuo lastelés skersmens
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2.12 pav. Lastelés iSorinés ir vidinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé
nuo lastelés skersmens. Grafike vaizduojamos didziausios potencialo vertés esant parinktam lastelés

ir branduolio skersmeniui. E=1kV/cm, tau=20us

SuZinojus ry$] tarp lastelés skersmens ir TRMBP, buvo sumodeliuota iSorinés ir vidinés
membrany skerspjuviy priklausomybés nuo impulso trukmiy (Zitr. 2.12 pav; 2.13 pav.). ISorinés
membranos skersmenys (Zzitar. 2.12 pav.) buvo parinkti atsizvelgiant | CHO lasteliy skersmenj (6 —
25 um) [63], bet grafiko x aSyje atvaizduoti lasteliy spinduliai, kadangi jie vedami j modelio
skai¢iavimo formules (2.1. ir 2.2. skyriai).

Atlikus iSorinés membranos modeliavimg pastebéta, kad kai lastelés skersmuo 6 um (Rc = 3
um), visais modeliuotais impulse trukmiy intervalais apskaiciuotas maziausias TRMBP, o kai

poveikio trukmé 0,025 us TRMBP apskaiciuotas pats maziausias i§ modeliuoty impulsy trukmiy.

39



Vm priklausomybé nuo Igstelés skersmens, E=1kV/cm
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2.13 pav. Lastelés vidinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé nuo lastelés
skersmens, kai kei¢iama impulso trukmé. Grafike vaizduojamos didZiausios potencialo vertés esant

parinktam Iastelés skersmeniui

Impulso trukmei esant 1 ns nepastebétas TRMBP paddéjimas nepriklausomai nuo Igsteliy
skersmens. Kai tau = 0,05 us pastebétas TRMBP didéjimas didéjant lastelés spinduliui, o didZiausias
beveik prie visy laiko intervaly (iSskyrus 1 ns ir 0,0025 us) TRMBP apskaiciuotas kai lastelés
skersmuo 25 um (Rc = 3 um).

Vnm priklausomybé nuo branduolio skersmens, E=1kV/cm
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2.14 pav. Lastelés vidinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé nuo branduolio
skersmens, kai kei¢iama impulso trukmeé. Grafike vaizduojamos didZiausios potencialo vertés esant

parinktam branduolio skersmeniui

Analogiskas tyrimas buvo atliktas ir su vidinés membranos skirtingais skersmeny didumais
(2.14 pav.). Pastebéta, kad visais analizuotais impulse trukmiy atvejais (iSskyrus 1ns) TRMBP didéjo

didéjant branduolio spinduliui. Kai impulso tau = 1 ns TRMBP pastebétas, bet jo didumas nesikeité
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didéjant branduolio spinduliui. TRMBP nebuvima (2.12 pav.) arba jo maza padidéjima (2.13 pav.)
galima paaiskinti remiantis membrany uzsikrovimo laiky ir impulso trukmiy sarysiais (2.2 skyrius).
Kai tau = 0,0025 us pastebétas Vnm2 kreivés islinkimas lyginant su didesniy impulso trukmiy
kreivémis. Vnm2 kreivés pokyt] kai branduolio skersmenys virSija 3,25 um galima paaiskinti
didesnémis 7, vertémis, todél 0,0025 us neuztenka pilnai uzkrauti membrang (Zidir. 2.10 pav.).

Taip pat gauti rezultatai patvirtina jog didesnés lastelés yra jautresnés elektrinio lauko poveikiui dél

veikiamo didesnio pavirsiaus ploto [18].

2.7. Transmembraninio potencialo priklausomybé nuo elektrinio lauko

stiprumo

VDU (Vytauto DidZiojo universitetas) gamtos moksly fakulteto tyrimuose standartiskai
naudojama 1 — 1,5 kV/cm elektrinio lauko vertés, o impulsy trukmés parenkamos 20 — 200 ps intervale
[64]. Elektrinio lauko stiprumas ir impulso trukmé parenkami atsizvelgiant j elektroporacijos pobiid;.
Kai siekiama pagerinti medziagy pernasa per membrang, tuomet kuo didesnés amplitudés impulsas
naudojamas tuo jis turi bati trumpesnis [62]. Elektrinio lauko stiprumas gali siekti ir deSimtis ar
Simtus kKV/cm, bet tuomet impulsai privalo buti ns arba ps eilés [62].

Vm priklausomybe nuo impulso trukmes
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2.15 pav. Lastelés iSorinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé nuo impulso

trukmés, kai keiCiamas elektrinio lauko stiprumas. Grafike vaizduojamos didziausios potencialo

vertés prie atitinkamy impulso trukmiy, lastelés skersmuo 20 um

Jeigu norima pasiekti negrjiztamg membranos pazeidima, tuomet ilginama impulso trukmé, o
elektrinio lauko stiprumas parenkamas nuo 1 iki 100 kV/cm atsizvelgiant j veikiama turj (Ziar. 1.3.3.

skyrius). Tai dazniausiai naudojama naikinant auglius Zmogaus organizme.
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Elektrinio lauko stiprumas buvo kei¢iamas nuo 0,2 kV/cm iki 1,6 kV/cm ir stebimas TRMBP
pokytis prie skirtingy impulso trukmiy. Pirmuoju atveju modeliavimas buvo atliktas naudojant 20 um
iSorinés membranos (lgstelés) skersmenj (Zitir. 2.15 pav.). Tyrimas parodé, kad didinant elektrinio
lauko stiprumg ir sta¢iakampio impulse trukm¢ TRMBP didéja, o didziausia potencialo verté prie
visy elektrinio lauko stiprumy buvo pastebéta, kai impulse trukmé buvo 2, 5us.

Vnm priklausomybeé nuo impulso trukmes
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2.16 pav. Lastelés vidinés membranos transmembraninio potencialo priklausomybé nuo impulso
trukmés, kai kei¢iamas elektrinio lauko stiprumas. Grafike vaizduojamos didziausios potencialo

vertés prie atitinkamy impulso trukmiy, branduolio skersmuo 10 um.

AnalogiSkas tyrimas buvo atliktas naudojant branduolio skersmenj. Atlikus TRMBP
priklausomybe nuo elektrinio lauko stiprumo ir impulso trukmés pastebéti tokie pat potencialo kitimo
désningumai kaip ir iSorinés membranos atveju. TRMBP didéjo didinant elektrinio lauko stipruma ir
ilginant impulso trukme. Analizuojant 2.15 pav. ir 2.16 pav. , reikia atsizvelgti, kad grafiky
iSvedimam naudotos didziausios potencialo vertés prie parinkty impulso trukmiy, todél 2.16 pav. néra
pastebimas Vnm kreiviy nusileidimas, po to kai vidinés membranos TRMBP pasiekia didZiausig
reik§m¢. DidZiausia vidinés membranos potencialo verté prie visy elektrinio lauko stiprumy buvo
pastebéta, kai impulso trukmé buvo 0,054s. Galima teigti, kad VDU gamtos moksly fakulteto
tyrimuose naudojamos elektrinio lauko stiprumo ir impulso trukmiy vertés yra pakankamos uztikrinti
laidziyjy pory susidaryma lgstelés iSorin¢je membranoje. Efektyviausia vidinés ir iSorinés membrany
elektroporacija stebima, kai naudojami 100 ns eilés elektriniai impulsai [62], todél impulsy trukmé

nuo 20 us kelia abejoniy dél abiejy membrany elektroporacijos vienu metu.
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2.8. Sonopory dydis plazminéje Iastelés membranoje

Kad nustatyti sonopory dydj plazminéje lgstelés membranoje tyrimo metu buvo naudotas
jtampos fiksavimo metodas (angl. Voltage clamp) [72]. Cilindriskos formos kamera (1,5 — 0.3 cm),

kurios dugnas buvo i$ akustiskai laidzios medziagos.

Dviejy mikroelektrody
pagalba fiksuota jtampa
V konst.

Vm
Naguotosios
varlés kiausinéliai

Vanduo

| UG keitiklis I
| I

2.17 pav. [tampos fiksavimo metodo schema [72]. V;,, — transmembraninis potencialas,
I, — transmembraniné srove, Vipnee. = -50 mV

Kamera buvo jdéta j kita inda pripildyta vandens, tam, kad jo apacioje jtaisyto ultragarsinio
keitiklio siun¢iamos ultragarso bangos lengviau pasiekty kameros dugng ir joje esantj naguotosios
varlés kiausinelj (0,8 um). KiausSinélis buvo padétas ant skaidraus kameros dugno. Dviem elektrodais
buvo pradurta kiauSinélio membrana ir i§ jtampos Saltinio paduota -50 mV jtampa. Tarp elektrody
atsiradusi srové pravéré membrany poras. Kai prie membranos priartédavo mikroburbulas, bidavo
pastebimas transmembraninés srovés kritimas, nes veikiant ultragarsui, kavitacijos metu
mikroburbulas praverdavo porg per kurig jvykdavo srovés nutekéjimas. Tode¢l siekiant iSlaikyti tarp
elektrody esancig jtampga reikéjo kompensuoti. Kompensuota srové buvo laikoma ta kuri reikalinga
vienai porai praverti. Tyrimo principiné schema pavaizduota 2.17 pav.

Transmembraninés srovés (angl. the transmembrane current) pasikeitimg sonoporacijos metu
lemia jony koncentracijos pasikeitimas d¢l jy judéjimo per susidariusias Igstelés poras ir elektrinio
potencialo gradientas tarp lgstelés membranos iSorinés ir vidinés sieneliy [41]. IS visy jony esanciy
lastelés viduje ir jos iSoréje, didziausia jtaka transmembraninés sroves pasikeitimui turi tik teigiami
Na, K ir neigiami Cl [44]. Srovés tankis gaunamas K - yjy jony, apskai¢iuojamas pagal GHK (Goldman
— Hodgkin — Katz ) srovés lygtj [44]:

ix =2z F P Uyg- (- Uk — cf¥)/(eV% — 1), (2.13)
¢ia
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Zj, — jony valentingumas, F — Faradéjaus konstanta, V — potencialas membranos iSoréje, R — idealiyjy

dujy konstanta, T — temperatiira,

Pk :DkKk/h — (215)

jony pralaidumas, D), — jony difuzijos koeficientas [46], K}, — jony pasiskistymo koeficientas, ¢ ir
¢y parodo viding ir iSoring jony koncentracija, h — membranos storis. Taip pat naudoti parametrai:
V="-50mV, h =7 nm [17], T = 293 K (19,85 °C). Bendra transmembraninés srovés verté

apskaiciuojama pagal formule [44]:

I = (Zk lk) T T'Z, (216)

¢ia r — bendras spindulys N pory su spinduliu r;,, (kai skai¢iuojama srové per vieng pora, tai r yra tos
vienos poros spindulys) [44]:

r= Q=) =172 e (e i) V? (2.17)

2 Lentelé. Modelio parametrai [41]

Jonai |cf*, mM ci', mM | D, m?/s P, , m/s PP m/s
Na* 96 10,1 1,33-107° 3,75-10710 0,266
K+ 2 1095 | 196-107° 9,55-1071° 0,392
cl- 100 37,7 2,03-107° 3,40 -1071° 0,406

Pasinaudojus modelio autoriy pateiktomis formulémis, Matlab programinio paketo pagalba
buvo atliktas transmembraninés srovés jtakos sonopory didumui modeliavimas. Buvo sumodeliuota
poros spindulio priklausomybé nuo transmembraninés sroves, jeigu terpéje pasikeisty temperatiira.
Modelio parametrai pateikti 2 Lenteléje. Temperatiira didéty tuo atveju jeigu ultragarsas veikty terpe
ilgesnj laiko momenta arba sumazéty suspensijos kiekis kurioje yra Igstelé. Taip pat modeliavimo
rezultatai parode, kad prasivérusios poros spindulys priklauso nuo joninés srovés didumo arba
susidariusio transmembraninio potencialo poveikio vietoje. Modeliavimo metu prie visy skaiciuoty
temperattiros verciy, poros spindulys keitési tiesine priklausomybe nuo srovés didumo. Prie visy
temperatiiry, didziausias poros spindulys apskaiciuotas esant 90,01 uA4.

Kai T=20°C , tuomet poros spindulys keic¢iasi nuo 11,6 nm iki 1100 nm, kai 7=30°C didziausias
poros spindulys 1083 nm. Kylant temperatiirai poros spindulys mazéja, o pasiekus 60°C yra 1033 nm,
kai T=70°C poros prasivérimo spindulys 1018 nm. Taip pat reikia atsizvelgti, kad tokia auksta
temperatiira kai kuriom Igstelém gali biiti per auksSta gyvybiniy funkcijy palaikymui, todé¢l §io modelio
taikymas bei gauti rezultatai turi biiti suprantami individualiai Kiekvienai lastelei. Modeliavimo

rezultatai pateikti 2.18 pav.
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2.18 pav. Membranos poros spindulio priklausomybé nuo iTRMB, kai keiciasi terpés temperatiira.
Kur iTRMB- transmembraniné srové, B. — poros spindulys
Kadangi jvairiy Saltiniy duomenimis lgstelés ar jos organeliy membrany storiai skiriasi, buvo
atliktas poros spindulio priklausomybés tyrimas nuo membranos storio kai keiiasi terpés
temperatiira. Buvo pasirinkti trys skirtingi membranos storiai: 5nm, 6nm ir 7 nm.

iTRMB = 9001 pA, U= -50mV
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2.19 pav. Membranos poros spindulio priklausomybé nuo membranos storio ir temperataros,
kai transmembraniné srové 90,01 uA. Kur 7, — membranos storis, iTRMB- transmembraniné srove,
B. — poros spindulys

Atlikus modeliavimg pastebéta, kad didéjant temperatiirai poros spindulys mazéja, bet kuo
mazesnis poros storis tuo poros spindulys mazesnis. Pory spindulio mazéjima biity galima paaiskinti
suaktyvejusia Na, K ir Cl jony pasyvigja pernasa per membrang dél pakilusios terpés temperatiiros
bei pakitusia membranos struktiira. Todél galime darome prielaida, kad per ta patj laiko tarpg pro
prasivérusig pora praeina daugiau jony, o porai reikia maziau prasiverti, kad praleisty ta patj jony
skaiCiy. Atliktas trijy skirtingy membranos storiy palyginimas parodé, kad 7 nm membranoje
kei¢iantis temperatiirai poros spindulys yra didesnis nei 6 nm ar 5 nm membranose. Taip pat
pastebime, kad poros spindulio mazéjimo désningumas islieka nepriklausomai nuo membranos

storio.
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3. MEDZIAGOS IR METODAI

3.1 Lastelés

Tyrimams naudotos Kinijos Ziurkéno kiausidziy (CHO) lastelés (Prancizija). Lastelés augintos
monosluoksniu 20 cm? talpos flakonéliuose (TPP, Sveicarija) su augimo terpés ((10 % FBS (fetalinio
jaucio serumo, Sigma)), 1 % L-Glutamino tirpalo (Life technologies), 100 U/ml penicilino ir 100 ug
streptomicino (Sigma). Lasteliy kultira buvo auginama inkubatoriuje (NU-2500E, Nuaire, JAV),
palaikant +37°C temperatiirg bei 5 % CO2. Lastelés buvo jdétos j petri 1ékstele ir jdéta kalceino - AM
tiek, kad galutiné koncentracija bity 0,1 pM. Po to Igstelés inkubuotos 1 val. inkubatoriuje. Gauty

lasteliy vaizdas pro mikroskopg pavaizduotas 3.1 pav.

]
! »

3.1 pav. Tripano m¢liu nudazyty CHO lasteliy vaizdas pro mikroskopa

Lasteliy suspensijos paruosimui lgsteliy monosluoksnis buvo tripsinuojamas tripsino/EDTA
(Sigma) tirpalu. Lasteliy suspensija buvo centrifuguota apie 2 min. 1000 rpm ir suspenduota
eksperimentinéje elektroporacijos terpéje. Visiems eksperimentams toliau buvo naudojama 3 - 10°

lasteliy/ml koncentracija. Terpés laidumas 0,1 S/m.

3.2. Mikroburbulai

Mikroburbuly gamybai naudota 2mg/ml polietilenglikolio — 40 seratas (Sigma) ir 2mg/ml DL
alfa-fosfatidilcholinas (Sigma), NaCl 0,9% izotoninis tirpalas bei heksafluorido 18 dujos. Po to 2mg
polietilenglikolio — 40 serato ir 2mg DL alfa-fosfatidilcholino suberti j 1,5ml ependorfinj mégintuvélj
(Reaktionsgefafie 3810x1,5ml). Véliau milteliai uzpilti 1ml NaCl izotoniniu tirpalu.

MB terpé 20s paveikta 200W stiprumo ultragarsu (Braun Sonic 1510) tam, kad iSmaiSyti sunkiai
tirpstan¢ius miltelius. | MB terpe ileista Sml heksafluorido dujy (Sigma). Ileidus dujy MB terpé¢ iSkart
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paveikiama 30s trukmés 400W stiprumo ultragarsu (Braun Sonic 1510). Visa tai atlikus yra gaunami

MB, kurie naudoti eksperimenty metu (Zitr. 3.2 pav.).

3.2 pav. Mikroburbuly vaizdas pro mikroskopa

3.3. Ultragarsinio poveikio aparatiira

Tyrime panaudojome ultragarsinio daznio generatoriy, terpéje sukuriantj 500 kPa pikinj
neigiamg akustinj slégj. Naudoto ultragarsinio keitiklio centrinis daznis 1 MHz, skersmuo — 22 mm.
Zadinimo jtampa buvo impulsing, todél terpéje suzadinama impulsiné ultragarso banga.

Tyrime naudotas 2s trukmés impulsas, kurio darbo ciklas 10 %.

3.4. Ultragarso generavimo sistema

UG generavimo sistema leidzia generuoti norimy parametry UG ir realiu laiku stebéti tiek pro
MBY/ lgsteliy terpg praéjusj signala, tiek ir nuo MB atsispindéjus; UG signalg. Tokiu biidu galime
stabéti MB spektrinius poky¢ius realiame laike bei juos susieti su sonoporacijos efektyvumu. Galime
generuoti nuo 1 iki 10 MHz daznio, 1.5 MPa PNP amplitudés, nuo 0 iki 100 % veikimo ciklo signalus,
kuriy bendras veikimo laikas gali bati nuo keleto s iki keleto min. Sistema taip pat sudaro UG
generatorius bei skaitmeninis osciloskopas Picoscope; auksStadaznis signalo stiprintuvas; maitinimo
jtampos Saltinis; IMHz daznio UG keitiklis; neSiojamas kompiuteris skirtas sistemos valdymui, o
kabeliai reikalingi atskiry komponenty sujungimui.

Picoscope 5242B (Picotech, UK) UG generatorius gali generuoti UG signalus iki 20 MHz
dazniu. Signalas siun¢iamas iki 200 MS/s grei¢iu. Picoscope 5242B taip pat yra ir skaitmeninis
osciloskopas, todél tuo pat metu galima ir generuoti signala, ir uzrasyti gauta atsaka. UG signalg
uzrasSyti galima iki 250 MS/s grei¢iu bei 8 bity rezoliucija. Picoscope 5242B su kompiuteriu
jungiamas per USB jungtis; su kitais sistemos komponentais - per BNC jungtis. Sio tyrimo atveju per
terpe praéjes bei nuo mikroburbuly atsispindéjes signalas nebuvo registruojamas. Registracija nebuvo
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atlickama dél laiko triikumo tarp eksperimentiniy grupiy, nes po poveikio buvo atliekamas impedanso
matavimas, todél dar vienas matavimas galéjo pakeisti citometrinés analizés rezultatus.

Tyrime buvo naudojamas aukstadaznis signalo stiprintuvas, kuris yra pagamintas Kauno
Technologijos Universiteto signaly apdorojimo katedroje. Jis gali signalg sustiprinti nuo 0.5 MHz iki
10 MHz dazniy juostoje; galima impulsy amplitudé: nuo 0 iki 500 V. Stiprinamo signalo pakety ilgis
gali bati nuo 1 periodo iki 100 periody, i$¢jimo galingumas yra iki 5 W. Stiprintuvas yra sujungtas
su maitinimo maitinimo $altiniu (MCP lab electronics, Shanghai, Kinija).

Taip pat buvo naudojamas kompiuteris, kuris buvo reikalingas ultragarsinés sistemos valdymui
bei generuojamy impulsy parametry nustatymui.

Eksperimentams buvo naudota vonelé, kuri yra 20 cm ilgio, 10 cm plocio bei 5 cm auksc¢io. Vonelés
centre yra kiuvete, kurioje vykdome eksperimentus su Igstelémis bei mikroburbulais. | vonele galima
sandariai jtvirtinti ultragarso keitiklius. Keitiklius galima keisti, i ta pacig angg jtvirtinant skirtingo

daznio keitiklius. Kiuvetés pozicija keitikliy atzvilgiu taip pat galima keisti.

3.5. Elektroporatorius

Eksperimento metu buvo naudotas KTU (Kauno Technologijos universitetas) elektros ir
elektronikos fakultete sukurtas elektroporacijos prietaisas (3.3 pav.). Prietaiso veikimo principas
pagristas modeliuotos jtampos impulsy generavimu bei jy perdavimu dviem elektrodais. Tarpas tarp

elektrody buvo nustatytas 8 mm, o parinktas atsizvelgiant j kiuvetés dydi.

3.3 pav. Elektroporatorius

Pagrindiniai elektroporatoriaus parametrai: auk$tos amplitudés impulasai iki 1500 V, srové
impulso metu gali siekti 50 A, impulso trukmés nuo 1 us iki 0,5 s, trumpo impulso fronty trukmés
nano sekundziy eilés. Prietaisas turi du veikimo rézimus — HV (angl. High voltage) ir LV (angl. Low
voltage). HV veikimo stadijos metu formuojami auks$tos jtampos, mikro sekundziy eilés
stadiakampiai elektriniai impulsai. Sio tyrimo metu buvo naudojamas teigiamo poliarumo
staiakampiy impulsy formavimo rézimas, o norint uZtikrinti eksperimento salygose nustatyta

elektrinio lauko stipruma, impulso amplitudé parinkta 800 V. Impulsy trukmé 700 us, darbo rézimas
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50 %. LV veikimo stadijoje prietaisas formuoja zemos amplitudés, mili sekudziy eilés sta¢iakampius
elektrinius impulsus. Zemos jtampos veikimo stadijoje, prietaisas gali formuoti tiek teigiamus tiek

neigiamus staciakampius impulsus.

3.6. Tyrimo atlikimo eiga

Eksperimentas suskirstytas ] tris grupes (elektroporacija, sonoporacija ir elektrosonoporacija)
ir kontrolinis bandymas. Tyrimui buvo panaudota CHO lgsteliy suspensija. Prie$ ir po Kiekvieno
eksperimentinés grupés bandymo, impedanso matuokliu (Wayne Kerr 6500B) buvo iSmatuojamas

suspensijos impedansas, tokiy biidu pamatuojant terpés laidumo pokycius.

Signalo o
generatorius/ < o>  Kompiuteris
Osciloskopas

Signalo stiprintuvas Maitinimo $altinis
Impedanso ’Eliall(troporatorius
matuoklis $$—-|_L ) JUL

—~y £) =
g,
Elektrodai

UG vonelé

Kiuveté

UG Keitiklis

3.4 pav. Tyrimo struktiiriné schema

Po elektroporacijos ir elektrosonoporacijos, osciloskopu (Rigol DS2072A, 70 MHz, 2GSa/s)
buvo atlikti siun¢iamy impulsy amplitudés ir tarp elektrody pratekéjusios impulsinés srovés
matavimai. Tyrimo metu buvo atlikta mégintuvéléje patalpinty CHO lasteliy suspensijos kontrolé,
del zuvusiy Igsteliy skaiciaus nustatymo. Eksperimento metu kiuveté su lgsteliy suspensija patalpinta
ultragarsinéje voneléje tarp elektrody. Kiekvienai eksperimentinei grupei atlikta po vieng
pakartojimg. Toks pakartojimy skaicius pasirinktas dél brangiy eksperimento medziagy.
Elektroporuojamos, sonoporuojamos ir elektrosonoporuojamas terpés kiekis buvo 1 ml, o pipetavimo

metu gautos paklaidos nebuvo vertinamos, nes jy jtaka citometrijos analizés rezultatams nevertinama.
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Kad skyrési suspensijos kiekis (nebuvo lygus 1 ml) buvo pastebéta impedanso matavimo
tyrimuose (4.2. skyrius). Elektroporacijos metu plastikiné kiuveté su lasteliy suspensija buvo
veikiama staCiakampiais elektriniais impulsais (2 x HV', 100 us, 1000 V/cm, darbo ciklas 50%),
sonoporacijos metu impulsine ultragarso banga (1MHz, 500 kPa, darbo ciklas 10%), o taikant abu
metodus vienu metu(ls., 1MHz, 500 kPa, darbo ciklas 10% + 2 x HV', 100 us, 1000 V/em +1s.,
1MHz, 500 kPa, darbo ciklas 10%) buvo atlikta elektrosonoporacija.

Elektroporacija:

% CHO Iastelés (1 ml) + elektroporacijos terpé + elektroporacija (2 x HV , 100 us, 1000 V/cm);

Sonoporacija:
% CHO lastelés (1 ml) + elektroporacijos terpé + sonoporacija (LMHz, 500 kPa, 2 s., darbo
ciklas 10%);

Elektrosonoporacija:

% CHO lastelés (1 ml) + elektroporacijos terpé + sonoporacija (1s., 1IMHz, 500 kPa, darbo
ciklas 10%) + elektroporacija (2 x HV , 100 ps, 1000 V/cm) + sonoporacija (1s., 1MHz, 500
kPa, darbo ciklas 10%).

3.7. Kalceino iSnasos nustatymas

Kalceino isnaSos efektyvumas matuojamas tékmés citometrijos metodu. Prie§ naudojimag
tekmes citometras 10 minuciy skalaujamas distiliuotu vandeniu, naudojant ,,greita* skysciy pateikimo
rezimg (66 wl/min). Jei aptinkamos daugiau nei 5 dalelés, per sekundg praeinancios pro detektoriy,
skalaujama papildomai. Praplovus paeiliui matuojami lasteliy pavyzdZziai, naudojant greita skysciy
pateikimo r¢Zimg. Pirmame kontroliniame méginyje lastelés atskiriamos nuo kity terpéje esanciy
daleliy, naudojant apribojimo (angl. gate) funkcija.

A02 ZHY 1000 Yorm, 100 us,0,1 Hz
CGate: P1
P3

-1 2.5%

A03 Sono SkiH=Z 2s S00KPa

16.777 218
16,177,215
T

- 2,0%

FSC-A
£.000.000 10.000.000

F3l-A
5,000,000 10,000,000

TTTIEN T ITIw T T TTTTTET T TTTIW l'lll'l'l._ ]—II_]TI'I TITITEN T T TP T T ITIew T ITimw
21 207 P 25 = a? -2 20 - 203 2 25 107 -2

FLA-A FL1-2=

0

0

3.5 pav. CHO lasteliy citometrinés analizés duomenys. A — po elektroporacijos, B — po

sonoporacijos
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Prietaisas skirtingos Sviesos spektro ir skirtingais kampais Sviecianciy lazeriy pagalba
suskaiCiuoja skirtingos fluorascencijos objektus j populiacijas ir surinktus duomenis pateikia
grafiskai. Kalceinu — AM inkubuotos lgstelés Sviesiniu mikroskopu neissiskiria nuo kontroliniy
lasteliy. Kalceinas — AM Iastelése hidrolizuojamas ir tampa kalceinu, kuris fluorescuoja, suzadinus
488 nm bangos ilgio Sviesa. Gautus duomenis galima kopijuoti ir apdoroti pasirinkta programine
jranga. Citometro programinés jrangos lange pasirenkamas grafikas, vaizduojantis tiesioginés
sklaidos (angl. forward scatter, FSC) — x logoritminéje asyje ir Soninés sklaidos (angl. side scatter,
SSC) - y logoritminéje asyje. Duomenys parenkami i§ kanalo FL-1A, matuojancio fluorescencija
regione 540-585 nm. Tokiame grafike lastelés atsiskiria kaip populiacija (3.5 pav., 3.6 pav.).
Procentinis suskirstymas parodo kiek vieno fluorecensinio intensyvumo objekty aptikta. P4
populiacija zymi zuvusiy lgsteliy procenting dalj, o P3 populiacija neatpazinty objekty.

Kiekviename méginyje iSmatuojama po 10000 lasteliy, o toks kiekis paimamas tam, kad
uztikrinti duomeny teisingumag. Citometro duomenys apdorojami, naudojantis citometro programine
iranga (BD Accuri C6 software).

A04 ZHV+sono
Gate: P1
P23

-4 2.3%

16.777.215

FSC-A
6.000.000 10.000.000

0
|

FLA-A

3.6 pav. CHO lagsteliy citometrinés analizés duomenys po elektrosonoporacijos

Liuciferazés ekspresija vertinama pagal liuciferino — liuciferazés reakcijos isskiriamos
liuminescencijos intensyvuma. Reakcijos iSskiriama liuminescencija matuojama keturis kartus
mikroploksteliy skaitytuvu (GENios Pro, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Sveicarija, kat. nr. P97084),
nustacius liuminescencijos matavimo rezimg. Matavimai atliekami ne daugiau kaip po penkiy

minuciy nuo reakcijos pradzios.
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4. ELEKTROSONOPORACIJOS TYRIMU REZULTATAI

4.1. Kalceino iSnaSos rezultatai

Atlikus paveiktos lgsteliy suspensijos kalceino iSnaSos rezultaty citometring analiz¢ po
elektroporacijos, sonopracijos ir elektrosonoporacijos pastebétas skirtingas lasteliy gyvybingumas ir
1Snasos efektyvumas. Lastelés inkubuojamos kalceinu — AM, kuris nesvyti, taciau lastelése kacleinas
— AM hidrolizuojamas ir gaunamas kalceinas. Todél matuojama kalceino, o ne kalceino — AM
iSnasa. Po elektroporacijos Iasteliy gyvybingumas buvo maziausias, bet iSnasos efektyvumas buvo
didesnis nei sonoporacijos, bet mazesnis uz elektrosonoporacijos. Sonoporacijos kalceino isnasos
efektyvumas buvo maziausias, o gyvybingumas didesnis nei po elektroporacijos, bet mazesnis uz
elektrosonoporacijos. Po elektrosonoporacijos CHO lasteliy gyvybingumas ir iSnasos efektyvumas

buvo didziausi. Gauti rezultatai pateikti 4.1 pav.

m Gyvybingumas ® Efektyvumas
100

S0 26,8 87,4 88,2
20
70

60

40
30
20

10

Elektroporacija Sonoporacija Elektrosonoporacija

4.1 pav. Lasteliy gyvybingumo ir kalceino i$nasos efektyvumo rezultatai po elektroporacijos,

sonoporacijos ir elektrosonoporacijos

Apdorojant gautus isnaSos duomenis buvo padaryta kontroliné tyrimo mégintuvélyje buvusiy
lasteliy gyvybingumo citometriné analizé. Pastebéta, kad zuvusiy lasteliy skaicius populiacijoje
sudaré 5,5 %. O toks natiiralus lgsteliy mirtingumas leidzia tikéti gauty rezulytaty patikimumu, bet
daryti toli siekianciy iSvady negalima, nes buvo atlikta tik po vieng visy trijy tyrimo grupiy
pakartojima. Pakartojimy skai€iy apribojo brangios tyrimy medziagos bei laboratorinés jrangos

uzimtumas ir sudétingas aptarnavimo procesas.
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Apibendrinus kalceino i$nasos rezultatus galima teigti, kad elektrosonoporacija yra perspektyvi

molekuliy pernasos per lastelés membrang tyrimy kryptis.
4.2. Impedanso matavimo rezultatai

Norint geriau iSsiaiskinti suspensijos elektriniy parametry kitimg, buvo atlikti impedanso
matavimai pries ir po elektroporacijos, sonoporacijos ir elektrosonoporacijos. Impedanso pokytis
buvo stebimas nuo 20 Q iki 1 £Q, dazniy juostos plotyje nuo 0 Hz iki 10 MHz. Tuo paciu metu buvo
matuojamas terpés talpumas. Véliau gauti duomenys pasinaudojus Matlab programiniu paketu buvo
sunormuoti ir apdoroti pasinaudojus slenkanc¢iojo vidurkio filtru. Kad geriau suprasti gautus
rezultatus duomenys isvesti grafiniuose languose palyginimui.

Terpés impedansas pasikeicia tuomet, kai pravérus Igsteliy poras jvyksta kalceino dazo iSnasa
i§ lastelés | suspensija, tuomet padidéja terpés laidumas. Gauti rezultatai parodé, kad po
elektroporacijos didéjant signalo dazniui terpés impedansas sumazéja. Po sonoporacijos pastebimi tik
labai nezymis suspensijos impedanso poky¢iai. Tyrimo metu buvo siekiama rasti optimalius
elektrosonoporacijos parametrus, todél Siuo atveju parinkti elektroporacijos ir sonoporacijos
parametrai nebuvo optimizuojami, bet parenkami tokie kurie atrodé labiausiai tinkantys pasiekti
geriausig elektrosonoporacijos efektyvuma. Toks parametry parinkimas turéjo jtakg elektroporacijos
ir sonoporacijos procesy impedanso pokyciui. Taikant stipresnius ir ilgesnius elektrinius impulsus
terpés impedanso pokyciai biity didesni. Taip pat sonoporacijos metu impulsinj réZimg pakeitus
stovin¢ia UG banga ir parinkus didesn¢ keitiklio Zadinimo jtampg tikétinas analogiSkas impedanso

pokytis ir po sonoporacijos.

Elektroporacija Sonoporacija
1 T T T I 1 T T T I
e : : Pried poveikj : : : Pries poveikj
H Po poveikio H H H Po poveikio
: Rt e o |
| e I
PN 07 frmmmm oo .
? A4 S WU WO S N S
8L
0 | | | | o | | | |
0 2 4 6 8 1_0 0 2 4 6 8 1_0
f. Hz x10° f. Hz x10°

4.2 pav. ISmatuotas ir sunormuotas lgsteliy suspensijos impedansas po elektroporacijos ir

sonoporacijos
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Po elektrosonoporacijos impedanso pokytis toje pacioje dazniy juostoje kaip ir elektroporacijos
ir sonoporacijos atvejais buvo didesnis nei po sonoporacijos, taciau nedaug skyrési nuo po
elektroporacijos iSmatuoto. Elektroporacijos atveju signalo dazniui artéjant prie 10 MHz impedansas
padidéjo lyginant su pries poveikj buvusiu, o elektrosonoporacijos atveju islicka stabiliai maZesnis
visoje matuotoje dazniy juostoje (Zitir. 4.3 pav.). Visy tyrimo grupiy atveju ties 6 MHz dazniy juostos
riba pastebimas impedanso Suolis. Toks ryskus reikSmiy diapazono pakitimas galimas dél terpéje

jvykusio rezonanso.

Elektrosonoporacija

Pries poveikj
Po poveikio

04 i i i i

o] 2 5] 8 10

4
f, Hz x10°
4.3 pav. ISmatuotas ir sunormuotas lgsteliy suspensijos impedansas po elektrosonoporacijos
Taip pat iStyrus talpumy jtaka impedanso pokycCiui buvo pastebéta, kad po elektroporacijos
terpés talpumas sumazéjo, po sonoporacijos beveik nepasikeité, o po elektrosonoporacijos terpés
talpumas padidéjo.

Talpumas Talpumas

; ; Pries elektroporacija ; ; Po elektroporacijos
0.9 Prie$ sonoporacijg I 0.9 Po sonoporacijos i
osl i Prie$ elektrosonoporacijg Po elektrosonoporacijos

4.4 pav. ISmatuoty terpés talpumy palyginimas

Reikia atsizvelgti | tai jog iSmatuoti talpumai buvo pF eilés, o iSmatuotas impedansas buvo
matuojamas Simtais omy, tod¢l talpumo pokyciai Siuo atveju didelés jtakos iSmatuotiems impedansy
poky¢iams neturé¢jo.

Kiekvieno eksperimento pakartojimo metu, j kiuvete naudojant pipete buvo jlaSinamas 1 ml
suspensijos, o po kiekvieno poveikio ir atlikty matavimy kiuveté iSplaunama. Po iSplovimo kiuvetés

dugne buvo pastebimi vandens laseliai kuriy visiskai nusausinti nepavyko. Like vandens laseliai ir
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pipetés sudaroma paklaida galéjo lemti terpés kiekio pokyti bei koncentracija, o tai jrodo iSmatuoto
terpés impedanso pokyc¢iy sulyginimas parodytas 4.5 pav.

Pries elektroporacija iSmatuotas impedansas buvo didziausias, o prie§ sonoporacijos ir
elektrosonoporacijos poveikius impedansas visoje matuotoja dazniy juostoje buvo panaSus.
Suspensijos kiekio jtakos impedanso didumui palyginimas parodé, kad elektroporacijos atveju
paveiktas terpés kiekis buvo didZiausias, o sonoporacijos ir elektrosonoporacijos atveju skyrési

nezymiai. Todél vertinant impedanso matavimo rezultatus galima j tai atsizvelgti.

Suspensijos kiekio jtaka impedansui

= S Prie$ sonoporacija
*T;?;:.‘_ Prie$ elektrosonoporacija
0.9 R ey — Pries elektroporacija
0.8 -
N
‘‘‘‘‘ T
™
~N 07 »\\‘
NN
\\\ )
0.6 ‘ \
0.5 e
0'40 1 2 3 4 5 (=] 7 8 9 10
f. Hz x 10°

4.5 pav. Suspensijos kiekio jtaka impedanso didumui

4.3. Itampos ir srovés matavimas

Matuojant srove buvo atsizvelgta jog srovés daliklio varza 0,15 Q. Todél remiantis omo désniu
osciloskopu iSmatuotos srovés kanalo reik§més buvo padalintos i§ 0,15. Pastebimi srovés pikai
gaunami d¢l grandinés elemnty parazitiniy talpumy ir dél impulsy registravimo metu buvusiy jrangos
triuk§my (kabeliy jungtys, elektrodai). Itampos impulsy uzlinkimai gaunami dél nepakankamos
apkrovos varzos (varza tarp elektrody). ISmatuota srovés amplitudé impulso metu buvo 1,3 A, 0

jtampos amplitudé 800 V.

Sroveées impulsai Jtampos impulsai

10

uv

4.6 pav. Ismatuoti elektroporacijos ir elektrosonoporacijos srovés ir jtampos impulsai

Jtampos matavimo metu buvo atsizvelgta, kad varzinis daliklis sumazina osciloskopu iSmatuota

reik§me 10 karty, todél iSmatuotos reikSmés padaugintos i§ 10.
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5. ISVADOS

5.1. Tyrima apibendrinancios iSvados

. Atlikus mokslinés literatiros analize pastebéta, kad elektroporacijg taikant kartu su
sonoporacija, tam tikromis sglygomis galima padidinti molekuliy pernasa j lasteles ir audinius.
Modeliavimo metu atlikta pasirinkty lasteliy dydziy indukuotojo potencialo priklausomybé
nuo impulso trukmés parodé, kad impulso trukmés jtaka transmembraninio potencialo
didumui priklauso nuo membrany uzsikrovimo konstanty T.e; I Tpye. Kuo konstanty
uzsikrovimo trukmé didesné, tuo elektroporacijos metu naudojamo sta¢iakampio impulso
trukmé gali biiti didesné.

. Indukuotojo TRMBP modeliavimo metu pastebéta, kad kuo didesnis Igstelés skerspjiivis tuo
lastelés indukuotasis potencialas didesnis. Taip pat didesnis Igstelés skerspjuivio plotas leidzia
membranai indukuoti didesnj potencialg nei mazesnio skerspjuvio lastelei, naudojant tokj patj
elektrinio lauko stipruma.

. Modeliavimo metu istirta, kad TRMBP didumui elektrinio lauko stiprumas daro tiesiogine
jitakg. Kuo didesnis staciakampio elektrinio impulso sukuriamas elektrinio lauko stiprumas,
tuo lastelés arba lgstelés organelés membranoje indukuojasi didesnis transmembraninis
potencialas.

. Atlikus lasteliy ir Igsteliy organeliy fazinés ir dazninés charakteristiky analizes pastebéta, kad
norint pasiekti geresnius pernaSos rezultatus, organeliy membranoms geriau taikyti
trumpesnius (ns eilés) impulsus, nes jy membrany reakcija j elektrinj impulsg yra greitesné, o
iSorinéms (lasteliy) membranoms geriau tinka ilgesni (ms eilés) elektriniai impulsai.

. Modeliavimo metu iStyrus terpés temperattiros jtaka sonopory dydziui, pastebéta, kad did¢jant
terpés temperatiirai sonopory spindulys mazéja. Taip pat pastebéta, kad pory spindulio dydis
priklauso ir nuo membranos storio.

. Atlikus eksperimentinj kalceino i$nasos i§ CHO lasteliy tyrimg pastebéta, kad Iasteliy
gyvybingumas ir iSnaSos efektyvumas po poveikio buvo didziausias taikant
elektrosonoporacijg nei elektroporacijg ar sonoporacijg atskirai.

. Atlikti impedanso matavimai parodé, kad impedanso didumas tiesiogiai priklauso nuo
suspensijos kiekio, bei nuo poveikio pobiidzio. Labiausiai terpés impedansas pasikeité po

elektroporacijos ir elektrosonoporacijos, o po sonoporacijos pasikeitimai buvo nezymils.
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. Atlikus terpés talpumy matavimus, pastebéta, kad po elektroporacijos suspensijos talpumas
sumazgjo, po sonoporacijos nepasikeité, o po elektrosonoporacijos padidéjo. Nuspresta, kad

dél labai mazy talpumy verciy, jy jtakos impedansui galima nevertinti.

5.2. Galimos tolimesniy tyrimy kryptys

Terpés temperatiros pokyc¢io matavimas prie§ ir po elektroporacijg, sonoporacijg ir
elektrosonoporacija. Temperattros jtakos suspensijos laidumui nustatymas.

Molekuliy jnaSos | lastele efektyvumo tyrimas po elektrosonoporacijos poveikio bei
elektrosonoporacijos metodo parametry optimizavimas.

. Dozavimo paklaidy jtakos elektrosonoporacijos proceso efektyvumui bei terpés laidumui
tyrimai.

. Elektrosonoporacijos poveikio efektyvumo palygimas skirtingy riisiy lasteléems.
Chemoterapiniy vaisty pernasa i lastele, naudojant elektrosonoporacijos metods.

. Induktyvumo jtakos terpés impedansui tyrimai.
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PRIEDAI

Priedas 1. Sonoporos spindulio modeliavimo programos tekstas

% ESTIMATION OF PORE SIZE FROM TMC
% 2015.02.04

clear all
close all

[}

% Modelio parametrai

[}

% Transmembranines sroves pasiskirstymas

I=1*10"-2:1*1071:1*10"2
T=2*1071*1071:1:7*10"1

[

s 1 grafikas

h1=5*10"(-9); % Membranos storis
h2=6*10"(-9) ; % Membranos storis
h=7*10"(-9) ; % Membranos storis

o\

The membrane potential in relation to
%$the exterior surface of the membrane
FV==50*10"(=-3) ;

V=-50*10"(-3)

$T=293;

K k=1; % Ion partition coefficient
R=8.315; % Idealiuju duju konstanta
F=96490; % Faradejaus konstanta

pi=3.141592654;

o

T1=293.15; % Temperatura, K (273.15 K = 20 C )
T2=303.15; % Temperatura, K (283.15 K = 30 C )
T3=313.15; % Temperatura, K (313.15 K = 40 C )
T4=323.15; % Temperatura, K (323.15 K = 50 C )
T5=333.15; % Temperatura, K (333.15 K = 60 C )
T6=343.15; % Temperatura, K (343.15 K = 70 C )
% Cl- valentigumas: -1, +1, +2, +3, +4, +5, +7

% Na + valentingumas: +1

% K + valentingumas: +1

% Na + jonai

cl kex=96;

cl kin=10.1;

D1 k=1.33*10"(-9);

oe

Intracellular ion concentration
Extracellular ion concentration
Jonu difuzijos koeficientas

%P1 kp=0.266; Jonu pralaidumas K k=1

$P1 k=3.75*10"(-10); Jonu pralaidumas K k>1

P1 kp=Dl k/h; % priklausomybe nuo membranos storio

o o° oP

o

z1l k=1; Jonu valentingumas

o°
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Q

% K+ jonai

c2 _kex=2;

c2 _kin=109.5;

D2 k=1.96*10"(-9);

o©

Intracellular ion concentration
Extracellular ion concentration
Jonu difuzijos koeficientas

o\

o\

$P2 _kp=0.392; % Jonu pralaidumas K k=1

$P2 k=9.55*10"7(-10); % Jonu pralaidumas K k>1

P2 kp=D2 k/h; % priklausomybe nuo membranos storio
z2 k=1; % Jonu valentingumas

Q

% Cl- jonai
c3 _kex=100;
c3 kin=37.7;
D3 k=2.03*10"(-9);

o©

Intracellular ion concentration
Extracellular ion concentration
Jonu difuzijos koeficientas

oe

o\

%P3 _kp=0.406; % Jonu pralaidumas K k=1
$P3 k=3.40*10"7(-10); % Jonu pralaidumas K k>1
P3 _kp=D3 k/h; % priklausomybe nuo membranos storio

o

z3 k=7 Jonu valentingumas

% GHK current equatation

Ul k=z1 k*F*V/R*T1;
U2 k=z2 k*F*V/R*T1;
U3 k=z3 k*F*V/R*T1;

o

Ramybes potencialas Na+
Ramybes potencials K+
Ramybes potencialas Cl-

o

o

U4 _k=z1 k*F*V/R*T2;
U5 _k=z2 k*F*V/R*T2;
U6 k=23 k*F*V/R*T2;

o°

Ramybes potencialas Na+
Ramybes potencials K+
Ramybes potencialas Cl-

o°

o

U7_k=z1 k*F*V/R*T3;
U8 k=22 Kk*F*V/R*T3;
U9 k=z3 k*F*V/R*T3;

oe

Ramybes potencialas Na+
Ramybes potencials K+
Ramybes potencilas Cl-

oe

oe

U10_k=z1 k*F*V/R*T4;
U1l k=22 k*F*V/R*T4;
U12 k=23 k*F*V/R*T4;

oe

Ramybes potencialas Na+
Ramybes potencials K+
Ramybes potencialas Cl-

oe

o°

oe

U13 k=z1 k*F*V/R*T5;
Ul4 k=22 k*F*V/R*T5;
U15 k=23 k*F*V/R*T5;

Ramybes potencialas Na+
Ramybes potencials K+
Ramybes potencialas Cl-

o°

o°

oe

U16_k=z1 k*F*V/R*T6;
U17 k=22 k*F*V/R*T6;
U18 k=23 k*F*V/R*T6;

Ramybes potencialas Na+
Ramybes potencials K+
Ramybes potencialas Cl-

o°

o\°

Q

% Transmembraniné srove sukuriama Na, K, Cl jonu

i kl=z1 k*F*Pl kp*Ul k*((cl kin*exp (Ul k))-cl kex)/(exp(Ul k)-1);
i k2=2z2 k*F*P2 kp*U2 k*((c2 kin*exp (U2 k))-c2 kex)/(exp(U2 k)-1);
i k3=z3 k*F*P3 kp*U3 k* ((c3 kin*exp (U3 k))-c3 kex)/(exp(U3 k)-1);

i k4=z1 k*F*Pl kp*U4 k*((cl kin*exp (U4 k))-cl kex)/
i k5=2z2 k*F*P2 kp*US5 k*((c2 kin*exp (U5 k))-c2 kex)/(exp(U5 k)-1);



i k6=2z3 k*F*P3_kp*U6 k* ((c3_kin*exp (U6 k))-c3 kex)/ (exp (U6 k)~-1)

i k7=z1 k*F*P1l kp*U7 k*((cl _kin*exp (U7 k))-cl kex)/(exp(U7 _k)-1);
i k8=z2 k*F*P2 kp*U8 k*((c2 kin*exp (U8 k))-c2 kex)/(exp(U8 k)-1);

i k9=z3 k*F*P3 kp*U9 k*((c3 kin*exp (U9 k))-c3 kex)/ (exp(U9 k)-1)

i k10=z1 k*F*P1 kp*Ul0 _k* ((cl kin*exp(Ul0 k))
i k11=2z2 k*F*P2 _kp*Ull k*((c2 kin*exp(Ull k))
1_k12 zB_k*F*PB_kp*U12_k*((cB_kin*exp(Ul2_k))

i k13=z1 k*F*P1 kp*Ul3 k*((cl kin*exp(Ul3 k))
i k14=z2 k*F*P2 _kp*Ul4 k*((c2 kin*exp(Ul4 k))
1_k15 zB_k*F*PB_kp*UlS_k*((cB_kin*exp(UlS_k))

i k16=z1 k*F*P1_kp*Ul6 k*((cl_kin*exp (U16_k))
i k17=22 k*F*P2_kp*U17_k* ((c2_kin*exp (U17_k))
i k18=23 k*F*P3 kp*Ul8 k* ((c3_kin*exp (U18 k))

% Bendra transmembranine srove

Al=pi* (i k1+i k2+i k3);
A2=pi* (i k4+i k5+i k6);
A3=pi* (i _k7+i k8+i k9);
Ad=pi* (i k10+i k11+i k12);
AS=pi* (i k13+i k14+i k15);
A6=pi* (i_kl6+i_ k17+i_ k18);

o)

% Poros spindulio apskaiciavimas

rl= sqrt(I)/sqrt(Al);
r2= sqrt(I)/sqrt (A2);
r3= sqrt(I)/sqrt (A3);
rd4= sqrt(I)/sqrt (A4);
r5= sqrt(I)/sqrt (A5);
r6= sqrt(I)/sqrt (A6);

Y7=abs (rl)*10"9;
Y8=abs (r2)*10"9;
Y9=abs (r3*1079) ;
Y10=abs (r4)*10"9;
Yll=abs (r5)*10"°9;
Y12=abs (r6)*1079;

% max ir min poros spinduliai

yl=Y7;

x1=1I;

ylmax=max(yl) ;
xlmax=x1 (find (yl==ylmax)) ;

y1=Y7;

x1=1;

ylmin=min (yl);

x1lmin=x1 (find(yl==ylmin)) ;

-cl _kex)/ (exp(Ul0_ k)
-c2 _kex)/(exp(Ull k)
-c3 _kex)/ (exp(Ul2 k)

-cl _kex)/ (exp(Ul3 k)
-c2_kex)/ (exp(Ul4 k)
-c3 _kex)/ (exp (Ul5 k)

-cl _kex)/ (exp(Ul6_k)
-c2_kex)/ (exp(Ul7 k)
-c3 _kex)/ (exp(Ul8 k)

-1);
-1);
-1)

-1);
-1);
-1)

-1);
-1);
-1)
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% Max kai I= 1uA
index = find(x1==100);

Y7 point = Y7 (index);

sfigure (2)

splot(x1,Y7,x1(index),Y7 point,'o");

y2max=max (y2) ;
x2max=x2 (find (y2==y2max)) ;

y3=Y9;

x3=I;

y3min=min (y3) ;
x3min=x3 (find (y3==y3min)) ;

y4=Y10;

y4dmax=max (y4) ;
x4min=x4 (find (y4==y4max)) ;

y5=Y9;

x5=1I;

ybmin=min (y5) ;
x5min=x5 (find (y5==y5min)) ;

y6=Y12;

x6=1;

ybmax=max (y6) ;
xbmax=x6 (find (y6==y6max)) ;

o)

% Grafiné priklausomybé

figure (1)

subplot (3,3,1)

loglog(, 'r=")

grid on

title ('T=20 \circC', 'FontSize',16)
xlabel ('"Trmb i, \muA', 'FontSize',16)
ylabel ('P r, nm', "FontSize',16)
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