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Abstrakt

Elektroporace je metoda Siroce vyuZivana v biotechnologii a ve zdravotnictvi. Spociva
v aplikaci kratkych intenzivnich elektrickych pulzii, diky kterym dochazi k tvorbé péri
vbunétné membrané. Skrze tyto pdéry nasledné dochazi k vyméné molekul mezi
elektrolytem a intracelularnim prostredim.

Ackoli je elektroporace standardné vyuzivanou technikou, jeji pfesny mechanismus je
stale neznamy a predmétem soucasného vyzkumu. Predpoklada se, Ze hlavnim
mechanismem elektroporace je samotné ptisobeni elektrického pole. Nedavné studie v§ak
naznacuji, Ze jednim z doprovodnych mechanismii miiZe byt také plisobeni reaktivnich
forem Kkysliku (ROS) a obecné produkti faradaickych procest. Tyto silné oxidujici
molekuly mohou mit vliv jak na ti¢innost elektroporace, tak na viabilitu bunék. Hypotézou
bylo, Ze anodizaci elektroporacnich elektrod, tj. vytvorenim tenké vrstvy dielektrika na
jejich povrchu je moZné zabranit produkci ROS. Naslednym srovnanim ucinnosti
elektroporace za pouzZiti pripravenych kapacitnich elektrod a klasickych faradaickych
elektrod Ize odhalit efekt ROS na elektroporaci.

Byla zmapovana produkce H20: jakoZto zastupce ROS pfi pouZziti standardnich
elektroporacnich pufrd, protokoli a riznych elektrodovych materiali. Koncentrace H20:
byla stanovena spektrofotometricky jeho reakci s 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinem (TMB)
za katalyzy enzymem kirenova peroxidaza (HRP). Byly vybrany takové elektrody, aby bylo
dosazeno nizké, stfedni a vysoké produkce H202. Vybrané elektrody byly pouzity
k in vitro elektroporaci  kvasinek  Saccharomyces cerevisiae, pricemz ucinnost
permeabilizace byla stanovovana elektrochemickou impedan¢ni spektroskopii (EIS)
a mérenim fluorescence dopraveného propidium jodidu (PI).

Bylo zjisténo, Ze plisobeni ROS neni hlavnim mechanismem tvorby poér v bunécné
membrané béhem elektroporace a nema vyznamny vliv na ulinnost této metody.
Vysledky vSak nevylucuji jejich roli v sekundarnich procesech, které ovliviiuji kinetiku
uzavirani pori a viabilitu bunék po elektroporaci.

Klicova slova
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Abstract

Electroporation is a widely used method in biotechnology and healthcare. It involves the
application of short, intense electric pulses, which create pores in the cell membrane.
These pores allow the exchange of molecules between the electrolyte and the intracellular
environment.

Although electroporation is a standard technique, its exact mechanism remains unknown
and is the subject of current research. It is assumed that the primary mechanism of
electroporation is the effect of the electric field itself. Recent studies, however, suggest
that one of the accompanying mechanisms may also be the effect of reactive oxygen
species (ROS) and generally the products of faradaic processes. These highly oxidizing
molecules can influence both the efficiency of electroporation and cell viability. The
hypothesis was that by anodizing electroporation electrodes, i.e., creating a thin dielectric
layer on their surface, the production of ROS can be prevented. By subsequently
comparing the efficiency of electroporation using prepared capacitive electrodes and
classic faradaic electrodes, it would be possible to reveal the effect of ROS on
electroporation.

The production of H202, as a representative of ROS, was mapped using standard
electroporation buffers, protocols, and various electrode materials. The concentration of
H202 was determined spectrophotometrically by its reaction with 3,3'5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) catalyzed by horseradish peroxidase (HRP). Electrodes
were selected to achieve low, medium, and high production of H202. These selected
electrodes were used for in vitro electroporation of Saccharomyces cerevisiae yeast, with
the efficiency of permeabilization determined by electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) and fluorescence measurement of propidium iodide (PI) intake.

[t was found that the action of ROS is not the primary mechanism of pore formation in the
cell membrane during electroporation and does not significantly affect the efficiency of
this method. However, the results do not exclude their role in secondary processes that
affect the kinetics of pore closure and cell viability after electroporation.
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1 Uvod

Elektroporace, metoda pro dopraveni cizorodych molekul do bunék aplikaci kratkych
elektrickych pulzii, se stala nepostradatelnou v rtiznych oblastech v¢etné molekularni
biologie, genového inZenyrstvi a zdravotnictvi [1, 2]. Od svého objevu v 60. letech
20. stoleti [3] se stala vSestrannym nastrojem vyuZivanym v Siroké Skale aplikaci, od
genové transfekce a dopraveni 1é¢iv aZ po Upravu potravin a lé¢bu rakoviny.

Navzdory Sirokému vyuZiti jsou jeji pfesné mechanismy neznamé a ziistavaji predmétem
neustalého zkoumani. Podstatou elektroporace je vytvoieni prechodnych pért v bunécné
membrané, které jsou pric¢inou aplikace elektrického pole. Tyto péry umoZiuji priichod
molekul, které by jinak byly pro bunétnou membranu nepropustné [4].

Vysledek elektroporace ovliviluje celé mnoZstvi faktorli, mezi hlavni patfi intenzita
elektrického pole a délka pulzii. Védeckd komunita se v§ak domniva, Ze jednim z nich je
ivyskyt faradaickych procesti na elektrodach béhem aplikace elektrickych pulzi.
Faradaické procesy zahrnuji prenos elektronii mezi povrchem elektrody a okolnim
elektrolytem, coZ vede ke vzniku elektrochemickych produkti, jako jsou napiiklad ROS
(reaktivni formy kysliku), které mohou ovlivnit tvorbu a/nebo uzavieni péri ¢i viabilitu
bunék. Pravé plisobeni ROS na bunéénou membranu je povaZovano za jeden
z mechanismi elektroporace [5]. [ pfesto vyzkum zaméieny na faradaické procesy béhem
elektroporace a jejich vliv na jeji u€innost prakticky neexistuje.

Cilem této bakalaiské prace je prozkoumat vliv faradaickych procesti na ucinnost
elektroporace za pouziti kvasinek Saccharomyces cerevisiae jako modelového systému.
Hypotéza je, Ze vytvorenim tenké vrstvy dielektrika na povrchu elektrod jejich anodizaci
je moZné pripravit kapacitni elektrody, a zamezit tak tvorbé produktl elektrochemickych
reakci. Anodizace elektrod uZz v minulosti byla pouZita k zamezeni faradaickych procest
pri aplikaci elektrickych poli na buiiky [6]. Zkoumanim riznych elektrodovych materialt
a kvantifikaci elektrochemickych procesti, které na nich probihaji se tato prace snazi
objasnit, jak mlZe anodizace elektrod ve srovnani s klasickymi elektrodami ovlivnit
faradaické procesy a nasledné i ucinnost elektroporace.

Odhalenim role faradaickych procesti pri elektroporaci prispiva tato prace k neustalému
zdokonalovani elektroporac¢nich technik a rozsifuje naSe chapani jejich mechanismi
a aplikaci v biotechnologii a mediciné.



2 Teoreticka cast
2.1 Elektroporace

2.1.1 Princip a historie elektroporace

Elektroporace je jev, vyuZivany v molekularni biologii a genovém inZenyrstvi [4, 7-9], Ci
pod zkratkou PEF (pulzni elektrické pole) v potravinaiském primyslu [10-13]. Aplikaci
kratkych napétovych pulzli dochazi ke zvyseni permeability buné¢né membrany pro
extracelularni molekuly [14]. Pfi elektroporaci vznikaji v membrané hydrofilni péry [5],
kterymi je moZné do intracelularniho prostiedi dopravit napriklad geneticky material
(plazmidy, ...), nebo polarni/nabité molekuly, tedy latky, které by se do buiky za
normalnich podminek dostavaly pouze omezené, nebo viibec.

Elektroporace —’_I—I_\—> DC

Bunécna membrana Bunécna membrana Bunéfna membrana
pred pulzovanim béhem pulzovani po pulzovani

Obrazek 1 - Schéma permeabilizace bunécné membrdny béhem elektroporace. PreloZeno z [15].

Prvni zaznamy o elektroporaci pochazeji z poloviny 18. stoleti, kdy byly pozorovany
¢ervené skvrny (Lichtenbergovy obrazce) na zvireci a lidské kiiZi po jejim vystaveni
elektrickym vybojlim. Takovy jev se da vysvétlit jako ireverzibilni elektroporace kapilar
zplisobena Joulovym teplem. Na konci 19. stoleti byly provedeny prvni experimenty
s ireverzibilni elektroporaci (baktericidni uprava vody). Na zacatku 20. stoleti bylo
konstatovano, Ze za poSkozeni tkani elektrickym polem o vysokych frekvencich nemohou
tepelné jevy, ale Ze existuje alternativni mechanismus zodpovédny za cilenou ablaci.
V roce 1956 se elektroporace zacala spojovat se zménami konduktivity u nervi, které byly
posSkozeny elektrickym polem. O rok pozdéji pak byla popsana reverzibilni i ireverzibilni
elektroporace nervii Zaby [3]. V 70. letech 20. stoleti bylo zjisténo, Ze aplikace
elektrického pole na bunétnou membranu vede ke strukturnim zménam v bunécné
membrané, které jsou pric¢inou zvySeni permeability membrany [16,17].V roce 1982 byla
provedena prvni genova transfekce a elektrofiize pomoci elektroporace. V nasledujicich
letech zacala elektroporace nalézat své uplatnéni i v mediciné [1].

Za zminéni stoji i zajimava studie zroku 2014, ktera navrhuje, Ze elektroporace
a elektrofuze prispivaly k horizontalnimu genovému prenosu (HGT) [18]. HGT je proces,
pfi némz organismus prijima geneticky material (DNA) jiného organismu (co neni
potomkem), ¢imZ miiZe ziskat nové vlastnosti. Fylogenetické studie uvadéji, Ze pravé HGT
stoji za genetickou variabilitou prokaryot. Kotnik [18] priSel s teorii, Ze atmosférické
elektrostatické vyboje (blesky) mohly v rannych zacatcich evoluce zptisobit elektroporaci
a elektrofuzi prokaryot, ktera umoznila HGT.



2.1.2 Reverzibilni elektroporace (RE)

Reverzibilni/vratna elektroporace probiha, kdyZ aplikované elektrické pole nepiekroci
reverzibilni prah cilovych bunék. Bunky maji schopnost zacelit pory v membrané
a stabilizovat tak homeostazu. Své vyuziti naléza pti vpravovani cizich molekul nebo genfi
do bunék, viabilita bunék je tak diilezitym faktorem RE [19].

2.1.3 Ireverzibilni elektroporace (IRE)

Ireverzibilni/nevratna elektroporace naopak od reverzibilni elektroporace probiha, kdyz
aplikované elektrické pole prekroc¢i reverzibilni prah cilové burnky. Dochazi tak
k nevratnému posSkozeni bunétné membrany a ztraté homeostazy - bunélné smrti.
V praxi naléza své vyuZziti kcilené ablaci prevazné nadorovych tkani (N-TIREa H-
FIRE) [19].

2.1.4 Mechanismus elektroporace

Ackoli je elektroporace hojné vyuZivanou metodou, jeji mechanismus je stale nejasny.
Existuje velké mnoZstvi studii vénujicich se potencidlnim mechanismlim, které stoji za
vznikem portt v bunééné membrané. Velka ¢ast vyzkumu elektroporace je vénovana
zejména molekuldrné-dynamickému (MD) mechanismu tvorby péri. Je naptiklad
popsana role systému vodikovych vazeb v lipidové dvojvrstvé pri aplikaci elektrickych
pulzii [20], nebo defektl v lipidové dvojvrstvé zplisobenych pohybem molekul
v gradientu elektrického pole [21]. Nékteré MD studie popisuji vliv peroxidace lipidii na
uroveil permeabilizace pri elektroporaci [22]. Peroxidace lipidli je jednim z dlsledki
plisobeni reaktivnich kyslikovych forem (ROS), jejichZ vliv na elektroporaci je hlavnim
tématem této prace. Zminéné studie se zabyvaji molekularni dynamikou téchto procest
in silico. V praxi byl vSak tento fenomén potvrzen hned v nékolika pripadech [23-28].
Jakmile dojde k aplikaci elektrického pole, lipidové membrany jsou ihned pod utokem
ROS a dochazi k peroxidaci lipiddi, produkty takovych reakci mohou zpiisobit chemické
a strukturni zmény v lipidové dvojvrstvé, coZ miliZe ovlivnit vlastnosti membrany. Na
planéarni lipidové dvojvrstvé bylo demonstrovano, Ze oxidace lipidli vede ke zvySeni jeji
konduktivity a plosné kapacity, je tedy moZné, Ze za vyssi permeabilitu membrany miiZe
praveé peroxidace lipidti [26]. DalSim diisledkem aplikace elektrického pole je denaturace
proteinii v lipidovych membranach, kterd je také popisovana jako jednim z moZnych
doprovodnych mechanismii [14, 29].

At uZ se jedna o simulaci nebo experimentalni praci, nelze primo urcit, ktery
z mechanisml ma nejvétsi podil na permeabilizaci bunétné membrany pri elektroporaci.
Je pravdépodobné, Ze cely proces je jistou souhrou mezi elektrickym polem
a sekundarnimi procesy, které zahrnuji pravé plisobeni produktii elektrochemickych
reakci na slozky buné¢né membrany.
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Obrdzek 2 - Schéma molekuldrnich mechanismi, které hraji roli pri elektropermeabilizaci. (a) Elektroporace: tvorba
hydrofilniho poru v lipidové dvojvrstvé, zobrazena ve dvou krocich. Prvnim krokem je tvorba nestabilniho hydrofobniho
poru (uprostied) a druhym krokem je reorientace poldrnich hlavicek fosfolipidu, kterd stoji za stabilizaci hydrofilniho péru
(dole). (b) Chemické zmény membrdnovych lipidii, zptisobené jejich oxidaci (vlivem ROS), vedouci ke zvyseni permeability

lipidové dvojvrstvy pro vodu, ionty a mensi molekuly. (c) Zmény ve funkci membrdnovych proteinti vlivem silného
elektrického pole (napétové rizené kandly). Cervené $ipky odpovidaji intenzité elektrického pole (E); ¢im delsi Sipka, tim

vivs

pomalejsi reakci [5].

2.1.4.1 Vliv externiho elektrického pole na membrdnovy potencidl

Nabité molekuly nejsou schopny samovolné difundovat skrze lipidovou dvojvrstvu, jejich
prenos je tedy zprostredkovan iontovymi pumpami a kanaly. Membranovy potencial je
dlsledkem transportu ionti skrze bunéénou membranu. StéZejni vliv na membranovy
potencial maji zejména Na* a K* ionty. Jejich gradienty jsou rizeny transmembranovym
proteinem - sodno-draselnou pumpou, ktera cerpa Na* ionty do extracelularniho
prostredi a K* ionty do intracelularniho prostredi, a to v poméru 3:2. Tento prenos
probiha proti koncentra¢nimu gradientu na ukor spotreby ATP. Oteviranim a zaviranim
této pumpy dochazi ke zménam gradienti Na* a K* iontli, coZ zplisobuje zménu
membranového potencidlu [30]. Diky poméru mezi Na* a K* ionty prenaSenymi
transmembranovym proteinem je vzdy vice kladného naboje preneseno do vnéjsiho
prostiredi, nez do vnitiniho, diisledkem je celkovy zaporny naboj uvnitt buriky [31]. Za
fyziologickych podminek a bez vnéjsi stimulace udrzuje butika tzv. klidovy membranovy
potencial (RP), ktery se pro kvasinky pohybuje zhruba od -120 do -50 mV [32].
Stimulace excitabilni (polarizovatelné) buriky chemickym, nebo napriklad elektrickym
stimulem zptlisobi depolarizaci membrany. Pokud depolarizace ptekroc¢i urcity prah,
dojde ke vzniku ak¢niho potencidlu (AP). Ak¢ni potencial se projevuje rapidni
depolarizaci vlivem externiho stimulu, nasledovanou lehkou hyperpolarizaci a poté
pomalym navratem na klidovy membranovy potencial. Ak¢ni potencialy jsou vétSinou
diskutovany v kontextu neuronovych bunék, aviak mnoho excitabilnich bunék, jako jsou
napfiklad buriky srde¢ni svaloviny, je rovnéZz schopno tvorit akéni potencialy [33].

Velmi intenzivni elektrické pole pri elektroporaci zapric¢ini tvorbu indukovaného
membranového potencidlu (IMP), ktery je udrZovan po dobu aplikace pulzii a je imérny
sile elektrického pole. Jeho hodnota se miiZze pohybovat od 250 mV aZ k 1V, coZ zavisi na
podminkach a typu buiiky. Takto vysoky membranovy potencidl mliZe zpiisobit Fadu



zmén, jako je napiiklad strukturni preusporadani lipidi ve dvojvrstvé, coZz miiZze byt
jednou z pficin tvorby a stabilizace pora [34].
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Obrdzek 3 - Transmembrdnové napéti (TMV - nahore) a elektropermeabilizace (dole) CHO bunék ve fyziologickém médiu.
TMYV bylo monitorovdano pomoci di-8-ANEPPS (potenciometrické barvivo) a elektropermeabilizace pomoci PI (propidium
jodid - nepermeabilni fluorescencni barvivo). Tri morfologicky odlisné buriky (a; b; c) byly elektroporovdny, piicemzZ byly
pozorovdny zmény v permeabilité membrdny a hodnoté TMV. (a) Sferoidni burika byla vystavena jednomu pulzu o délce
1,5 ms a intenzité 650 V/cm. (b; c) Tvarové nepravidelné buriky byly vystaveny jednomu pulzu o délce 200 us a intenzité
1000 V/cm. Na obrdzcich TMV (nahore) odpovidaji svétld mista nejvyssimu pozitivnimu TMV a tmavd mista nejvyssimu

negativnimu TMV. Na obrazcich elektropermeabilizace odpovidaji svétld mista oblastem s nejvyssi koncentraci PI a tmava
mista oblastem s nejniZsi koncentraci PI [5].



2.1.4.2 Tvorba a zdnik porii

Pri aplikaci elektrického pulzu dochazi nejprve k tvorbé nestabilnich hydrofobnich péri
vznikem tzv. ,water fingers“ na obou stranach membrany. Nasleduje stabilizace pért
reorientaci polarnich hlavicek fosfolipidti do stfedu pdru, ¢imZ vznikaji stabilni hydrofilni

pory [35].
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Obrdzek 4 - Zivotni cyklus elektroporacniho péru se sklddd z nékolika édsti: prvnim krokem je iniciace, kdy vlivem vnéjsiho
elektrického pole (E = Eporace) dochdzi k tvorbé jiz zminénych ,water fingers” na obou strandch membrdny (nestabilni
hydrofobni por). Ndsleduje konstrukce hydrofilniho poru, kterd je doprovdzena spojenim poldrnich hlavicek fosfolipidii
(stabilni hydrofilni p6r). Dokud je aplikovdno vnéjsi elektrické pole (E=Eporace), por se zvétsuje. Jakmile je vnéjsi elektrické
pole preruseno (E = 0), nastane fdze zdniku poru. V podstaté se jednd o reverzni proces, ktery zahrnuje destabilizaci,
dekonstrukci poru a jeho navrdceni do piivodniho stavu. Schéma pochdzi z MD simulace, kde jsou zelené oznacené poldrni
hlavicky fosfolipidti a cerveno-bilé molekuly prredstavuji vodu. Pro lepsi viditelnost jsou nepoldrni retézce fosfolipidii skryté,

vivs

odpovidaji v§ak bilé oblasti, kterd rozdéluje vnéjsi a vniti'ni oblast membrdny. Prevzato a upraveno z [35].

Vzniklé péry expanduji a mliZe skrze né dochazet k prenosu ionti ¢i jinych molekul.
Velikost porti stanovena in silico se z prevazné vétSiny pohybuje kolem 1 nm pro vétSinu
port, priblizné 98 %. Zbytek tvori vétsi pdry, které dosahuji velikosti kolem 20 nm, mohou
vSak vznikat i mnohem vétsi pory s velikosti az 400 nm [36]. Experimentalni stanoveni
velikosti périi ma nékolik pristupi. VyuZiva se napiiklad detekce fluorescence barviv
aiontli, technika ,patch-clamp“ nebo jev bobtndni bunék, ke kterému dochazi po
elektroporaci [37]. Bylo dokazano, Ze velikost pdrt zavisi prevazné na délce pulzu,
pricemZ nejmensi péry maji velikost mezi 0,2 a 0,5 nm [38]. MD simulace v minulosti
prokazaly, Ze pti dostatecné vysokém IMP dochazi k tvorbé a expanzi porii, doprovazené
jejich uzavienim ve chvili, kdy membranovy potencial klesne na hodnotu RP [39, 40].
Doba iniciace tvorby pdéru klesa exponencialné se zvySujicim se elektrickym polem



a membranovym potenciadlem. Doba uzavieni poru vSak prakticky neni zavisla na sile
elektrického pole. V simulacich se pory uzaviraji béhem desitek az stovek nanosekund,
jsou totiZ nestabilni, pokud je indukovany membranovy potencial maly nebo nulovy. Pri
srovnani dob uzavieni pori v simulacich a experimentdlné stanovenych dob uzavieni
port je vSak vidét znacny rozdil, kdy MD simulace uvadéji ¢asy az o 9 radli mensi neZ
experimentalni studie [5]. Tyto vysledky naznacuji pritomnost dal$ich mechanism#, které
ovliviiuji proces elektroporace, zejména permeabilitu membrany po skonceni pulzovani.

2.2 Vyuziti elektroporace

2.2.1 Genova transfekce

GET (gene electrotransfer) je metoda zavedeni genetické informace do buiiky reverzibilni
elektroporaci. Poprvé byla provedena v roce 1982, kdy byla dopravena plazmidova DNA
do mysich bunék [41]. Metoda miiZe byt provedena jak in vitro, tak in vivo. Mezi kritické
parametry patii intenzita elektrického pole, délka pulzu, vodivost elektroporacniho
pufru, teplota, koncentrace a konformace DNA [4]. K transfekci in vitro se pouZivaji
komer¢ni elektroporacni kyvety. Pro aplikace in vivo se pouZzivaji alternativni elektrodové
konfigurace, jako jsou napiiklad jehlové nebo pinzetové elektrody. Tvar pulzii je prevazné
obdélnikovy, délky pulzii se pohybuji mezi 100 us a 100 ms, intenzita elektrického pole
mezi 100 a 1300 V/cm. Aby transfekce probéhla ispésné, je nutné zajistit pritomnost DNA
a elektrického pole simultanné. Vétsina pulz{, které vzniknou aplikaci elektrického pole,
neni dostate¢né velkd pro prtichod DNA. ZvySenim délky a poctu pulzili Ize dosahnout
tvorby vétsich pori, které mohou transport DNA realizovat. Zaroveii v ¢ase dochazi ke
koalescenci mensich périi do vétsich, schopnych transportu DNA. Déle se predpoklada, Ze
vetsi pory nejsou tak stabilni jako ty malé, takZe po skonceni elektroporace dochazi
k zaniku vSech poéri, které by mohly prenos DNA zprostiedkovat [7]. Hlavni nevyhodou
metody je efektivita. Pfi elektroporaci dochazi k urc¢itému poskozeni bunék, které mtize
zplsobit buné¢nou smrt. Z tohoto diivodu se vétSinou pouziva vysoka koncentrace bunék.
Transfekce reverzibilni elektroporaci miéiZe byt také vyuzita k dopraveé rliznych proteint,
napriklad protilatek nebo CRISPR/Cas9 RNA-protein komplexi [9].
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Obrazek 5 - Schéma GET: transfekce pomoci elektroporace umozni priichod plazmidové DNA do buriky, ndsleduje transport
DNA do jadra a genovd exprese.



2.2.2 Elektrofiize bunék

Bunécna fuze je prirozené nebo uméle vyvolané spojeni dvou bunék do jedné, ktera nese
charakter obou bunék. Elektrofuze je efektivni metoda vyuzivajici kratkych
vysokonapétovych pulzii k realizaci bunécné fuze. Byla poprvé provedena v roce 1979
fazi rostlinnych protoplasti pomoci elektrické stimulace [42]. Vroce 1982 byla
provedena elektroftize B-lymfocyt sburikami lidského myelomu za vzniku lidskych
hybridomovych bunék, které se pouzivaji k produkci monoklonalnich protilatek [43].
Vyhodou elektrofiize je, Ze neni nutné pridavat zadné chemické prisady. Vytézek
elektrofize je ovlivnén parametry pulzli pro elektroporaci buné¢né membrany, kvalitou
kontaktu mezi danymi butikami, sloZzenim elektrofuzniho pufru a typem bunék. Pro
efektivni pouziti metody je Zadouci zachovat viabilitu bunék. Efektivni bunécna flze je
nezbytna pro produkci hybridomovych bunék & bunécnych vakcin. Pravé elektrofuize
piredstavuje nadéjnou metodu, kterd by mohla navysit efektivitu téchto procesii [44].
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Obrdzek 6 - Schéma elektrofiize: elektroporace bunék miiZe za vhodnych podminek vyvolat bunéénou fiizi.

2.2.3 Pulzni elektrické pole

PEF (pulsed electric field) je jednim z novéjSich vyuZiti elektroporace v potravinarském
primyslu. PEF se z vétSiny pouziva k mikrobidlni/enzymatické inaktivaci pievazné
kapalnych potravin, jako jsou naptiklad ovocné Stavy, oleje nebo mléko. V podstaté se
jedna o netermalni pasterizaci, ktera s sebou prinasi urcité vyhody, mezi které patii
zejména zachovani senzorického a nutri¢niho profilu potraviny nebo energetické uspory.
Mezi nevyhody metody patii uvoliiovani kovli v dlisledku koroze elektrod, nehomogenni
elektrické pole, zména struktury pevnych potravin nebo tepelné zmény. Pravé
strukturnich a tepelnych zmén miiZe byt vyuZito ke zlepsSeni extrakce Stav a mikrobialn{
inaktivace, v nékterych pripadech vSak mohou byt nezadouci. Typicky protokol pro PEF
pouziva kratké elektrické pulzy dlouhé radové v us az ms. Aplikované elektrické pole se
pohybuje v rozmezi 10 az 80 kV/cm. Jako u ostatnich metod vyuZzivajicich elektroporaci,
parametry pulzl piimo ovliviiuji vysledek procesu. PEF je i nadale predmétem vyzkumu
v kontextu prodlouZeni spotiebni doby potravin, extrakce bioaktivnich latek, modifikace
Skrobu, valorizace odpadii ¢i potencidlniho navyseni nutri¢nich hodnot potravin [10, 13].
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Obrazek 7 - Schéma PEF zpracovdni pomerancového dZusu: zndzornéné je ko-linedrni uspordddni elektrod, silné elektrické
pole zpiisobi nevratnou elektroporaci mikrobii (mikrobidlni inaktivace).



2.2.4 Elektrochemoterapie

ECT (electrochemotherapy) je efektivni a cileny zplisob ni¢eni nadort, ktery vyuZiva
elektroporace k transportu chemoterapeutickych latek do nadorové buriky.
V preklinickych studiich se ukazalo, Ze bleomycin a cisplatina jsou nejvhodné&jSimilatkami
pro ECT. Doprava téchto latek pomoci ECT ma o vice neZ 50 % vétsi ucinnost, neZ jejich
injekce do nadoru [1]. Obzvlast u bleomycinu lze pozorovat velmi vyrazny nariist
cytotoxicity po aplikaci elektrickych pulzli [45]. Prvni klinické testy na lidech byly
provedeny v roce 1991 [46]. DalSi studie z roku 2006 uvedla, Ze se jedna o jednoduchou,
vysoce efektivni, bezpecnou a cenové nendrocnou lécbu koZnich a podkoznich nddort bez
vyznamnych vedlejsich ticinki [47]. V roce 2012 bylo v Evropské Unii ECT 1é¢eno jiZ vice
nez 3000 pacientii. Vyhodami metody jsou vysoka efektivita a potfeba velmi malych
koncentraci chemoterapeutik, coZ sniZuje toxicitu vii¢i organismu. Dnes se ECT pouZiva
k 1é6¢bé metastazi a primarnich nadorii ve vice neZ 130 centrech po Evropé [1].
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Obrazek 8 - Schéma ECT: transfekce pomoci elektroporace umozZni vstup chemoterapeutik do buriky, tyto cytotoxické ldtky
vyvolaji bunéénou smrt.
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2.2.5 Ablace tkani

2.2.5.1 N-TIRE (Non-thermal irreversible electroporation)

Netermalni ireverzibilni elektroporace je metoda ablace tkani. Aplikaci vnéjsiho
elektrického pole v podobé kratkych elektrickych pulzli dochazi k nevratnému poskozeni
zacilenych bunék a soutasnému zachovani velkych cév a dalSich tkanovych struktur.
Vyhodou této metody je, Ze nedochazi k vyraznym tepelnym zménam béhem aplikace
pulzii (efekt Joulova tepla) a posSkozeni okolni tkané. Pro jeji realizaci se pouZivaji
pinzetové nebo jehlové elektrody, kterymi se aplikuji kratké unipolarni pulzy nejcastéji
o frekvenci 10 Hz a napéti v jednotkach kV. Prvni zminky o N-TIRE pochazeji z roku 2005,
kdy bylo matematickym modelem predpovézeno, Ze metoda je schopna Kklinicky
relevantni ablace [48]. Vroce 2007 byla Uspésné provedena prvni ireverzibilni
elektroporace koZzniho nadoru implantovaného do mySi [49]. V dalSich letech bylo
provedeno mnoZstvi studii zabyvajicich se bezpe¢nosti N-TIRE a metoda naS$la vyuZiti pro
ablaci jak lidskych, tak zvifecich nadort. Jednou z nevyhod N-TIRE je, Ze vlivem silného
elektrického pole dochazi ke svalové kontrakci. TaktéZ byl u nékterych pacientl
pozorovan vznik srde¢ni arytmie. Metoda je velmi GspéSna v ablaci nadorti rakoviny
prostaty a slinivky, dosud vSak nebyla provedena uspésna ablace plicniho nadoru [1].



2.2.5.2 H-FIRE (High-frequency irreversible electroporation)

Vysokofrekvencni ireverzibilni elektroporace je v podstaté modifikaci N-TIRE a rovnéz se
pouziva k ablaci tkani. H-FIRE je vSak perspektivnéjSi, protoZe pulzovani probiha za
vysokych frekvenci, takZe nedochazi ke svalové kontrakci (neni potfeba podavat
pacientovi paralytické ¢inidlo). To vSe pfizachovani stejné uc€innosti ablace jako u N-TIRE
[50]. H-FIRE rovnéz vede k piredvidatelnéjsim ablacim ve srovnani s N-TIRE [51]. Pro jeji
realizaci se aplikuji velmi kratké (0,25-5 us) bipolarni pulzy o frekvenci aZ 500 kHz
a napéti v jednotkach kV. Pomérné nedavno bylo zjiSténo, Ze asymetrické viny na rozdil
od energeticky ekvivalentnich symetrickych vin vykazuji u H-FIRE niZ8i letalni prah,
k ablaci tak dochazi jiz pfi mirnéjSich podminkach [52].
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Obrazek 9 - Schéma IRE: aplikaci intenzivnich elektroporacnich protokolii dochdzi k ireverzibilni elektroporaci, ktera je
pric¢inou bunééné smrti.
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2.3 Elektroporace v praxi

Elektroporace se provadi vysokonapétovymi generdtory pulzli tzv. elektroporatory.
Nejmodernéjsi elektroporatory jsou schopny vyvinout napéti az 3000 V. Dostupnéjsi
elektroporatory zpravidla dosahuji napéti alespoii 1000 V. Elektroporator umoziuje
upravu mnoha parametr pulzli, mezi né patii naptiklad amplituda, délka, frekvence,
polarita, pocet nebo tvar pulzi.

Nejcastéji se pouzivaji unipolarni obdélnikové pulzy, nabizi se i pouZiti symetrickych
a asymetrickych bipolarnich pulzli, nebo pulzii s exponencidlnim spddem. Pravé tvar
pulzi je jednim z dileZitych faktort ovliviiujicich elektroporaci [53]. Naptiklad u H-FIRE
bylo pozorovano, Ze asymetrické viny na rozdil od energeticky ekvivalentnich
symetrickych vin vykazuji nizsi letalni prah. Kablaci tedy dochazi jiz pfi mirnéjsich
podminkach [52]. Amplituda a délka pulzli jsou nejkriti¢téjSimi parametry pro
elektroporaci a primo ovliviiuji jeji vysledek, zejména pak viabilitu bunék. Amplitudy
pulzii se pohybuji viadech desitek aZ tisicl voltl. VyuZiva se délek pulzii radové
vrozmezi mikrosekund aZ desitek milisekund. Vyjimkou je tzv. supra-elektroporace
tj. elektroporace nanosekundovymi pulzy. U konven¢ni elektroporace dochazi k tvorbé
port raznych velikosti a jejich expanzi, zatimco u supra-elektroporace kvelkému
mnoZstvi malych poérdi, které si uchovavaji svoji velikost, zaroveni se na zdakladé
MD simulaci piredpokladd, Ze dochazi k naruseni intracelularnich organel [54-56].
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Obrazek 10 - Mapa osudu bunék po elektroporaci v zdvislosti na intenzité aplikovaného elektrického pole a délce pulzii.
PreloZeno z [56].

In vitro reverzibilni elektroporace je nejcastéji provadéna v komer¢né dostupnych
elektroporacnich kyvetach. Kyvety jsou standardné dostupné ve trech velikostech: 0,1,
0,2 a 0,4 cm; hodnoty udavaji vzdalenost mezi elektrodami, takZe spolu s napétim definuji
velikost elektrického pole (V/cm). Vyrobci neuvadéji presné prvkové slozeni elektrod
v kyvetach, uvadi se vSak, Ze materialem je hlinik. Kyvety jsou vyuzivany zejména pro
hromadnou reverzibilni elektroporaci, kde je cilem dopravit do bunék v suspenzi
napfiklad DNA, RNA, 1é¢iva nebo proteiny.
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Obrazek 11 - Elektroporacni kyvety (Sigma Aldrich). Zleva: 0,4 cm; 0,2 cm; 0,1 cm [57].

Alternativni pristup je potreba k tzv. ,single cell electroporation, v prekladu
selektroporace jedné bunky“. VyuZziva naptiklad mikrofluidni kanalky, nanosondy C¢i
mikromanipulatory, a za pouZiti fluorescen¢niho mikroskopu mtiZe byt elektroporace
jedné burnky pozorovana v ¢ase [58, 59]. Tento typ elektroporace pro svou specifitu
vyZaduje vyrobu vlastniho zafizeni, neexistuje totiz komerc¢né dostupny systém pro
provedeni elektroporace jedné buriky.

Dal$im dilezitym faktorem pro elektroporaci je volba elektropora¢niho pufru. Obecné
spadaji do nékolika kategorii: na bazi fyziologického roztoku, fosfatu, HEPES nebo média
pro bunécné kultury. Vodivost je upravena pridanymi solemi a osmolalita osmotickym
¢inidlem. Elektroporacni pufr by mél mit nizkou vodivost, aby doSlo k minimalnimu
zahrivani vlivem Joulova tepla. SloZeni pufru vyrazné ovliviiuje ucinnost elektroporace
aviabilitu bunék, je tedy treba jej zhodnotit pri optimalizaci elektropora¢niho
protokolu [60].

Existuji rizné metody detekce elektroporace, které miizeme rozdélit do nékolika skupin.
Jedna se o metody zaloZené na importu exogennich latek nebo na tniku intracelularnich
latek a jejich nasledné detekci, fyzikalni a chemické, nebo ne tak obvyklé pristupy, mezi
které spada napriklad méreni chemiluminiscence [61].]Jednou z nejpouZzivanéjSich metod
je méreni fluorescence pomoci nepermeabilniho fluoroforu, ktery navy$i svou
fluorescenci az pri kontaktu s intracelularni molekulou (DNA, RNA, ...). Dalsi, velmi
jednoduchou metodou je méreni impedance pred a po elektroporaci. Z impedanc¢niho
spektra se da zjistit vodivost elektrolytu, ktera béhem elektroporace stoupa. Pric¢inou je
ztrata intracelularnich latek, hlavné iontli, které nasledné zvysSuji vodivost
elektropora¢niho pufru. Zrozdilu impedance pted a po elektroporaci tak miZeme
stanovit uroven permeabilizace. Rizné metody detekce elektroporace jsou uvedeny na
nasledujicim schématu (Obrazek 12):
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Obrdazek 12 - Riizné metody detekce elektroporace in vitro. PreloZeno z [61].

Ztrata intracelularnich molekul béhem elektroporace ma mimo jiné efekt i na viabilitu
bunék [62]. Viabilita je hlavnim problémem reverzibilni elektroporace, protoze obvykle
dochazi k vysoké umrtnosti bunék. Efektivni elektroporace je obvykle podminéna
vyraznym mnoZstvim mrtvych bunék, proto se pouZivaji vysoké koncentrace bunék.
Elektroporace miiZe zptisobit hned nékolik typi bunécné smrti. Hlavnimi typy jsou
apoptdza a nekr6za, za zminéni vSak stoji i nekropoptdza a pyroptoza, které patri mezi
imunogenni typy bunécné smrti. Typ bunécné smrti zavisi na parametrech pulzi, typu
bunék/tkané, zpilisobu provedeni a celkovych podminkach pri elektroporaci. Bylo
prokdzano, Ze pri elektroporaci dochéazi k peroxidaci lipidii a obecné oxidativnimu
poskozeni buné¢né membrany vlivem ROS, poskozeni membranovych proteinti, ztraté
intracelularnich latek a dal$im primarnim i sekundarnim procestim (tepelné zmény, ...),
které ovliviiuji viabilitu bunék [63].
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2.4 Faradaické a kapacitni procesy prenosu naboje

V elektrochemii existuji dva typy procesi, které mohou probihat na elektrodé. Jedna se
o procesy faradaické a kapacitni (nefaradaické). Oba procesy mohou soucasné probihat
béhem elektrodovych reakci. Mezi témito procesy v3ak existuji jasné rozdily, které byly
popsany D.C. Grahamem jiZ v roce 1952 [64].

2.4.1 Kapacitni pienos naboje
Pokud dochazi Cisté ke kapacitnimu pfenosu naboje, rozhrani elektroda-elektrolyt miize
byt povazovano za jednoduchy elektricky kondenzator s nabojovou dvojvrstvou (EDLC).

Vznik takového kondenzatoru je podminén jevem elektrické dvojvrstvy.
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Obrazek 13 - Tri zakladni modely elektrické dvojvrstvy: (a) Helmholtziiv model, (b) Gouy-Chapmantiv model, (c) Sterntiv

model, ktery zobrazuje vniti'ni Helmholtzovu rovinu (IHP) a vnéjsi Helmholtzovu rovinu (OHP). IHP odpovida vzddlenosti

nejblizsich specificky adsorbovanych iontii. OHP odpovida nespecificky adsorbovanym iontiim, zdroveri zde zacina diftizni
vrstva. & odpovidd sirce dvojvrstvy popsané Helmholtzovym modelem. % a ¥ jsou potencidly na povrchu elektrody a na
rozhrani elektroda-elektrolyt. PreloZeno z[65].

Elektricka dvojvrstva vznika na rozhrani jakychkoli dvou vodivych fazi, v této praci se
jedna o rozhrani elektroda-elektrolyt. Obecné nese jedna z fazi kladny povrchovy naboj,
ktery je vyrovnan nabojem druhé faze o stejné velikosti a opacné polarité. Kladné nabita
elektroda tak z elektrolytu pritahuje zaporné nabité ionty, priCemz odpuzuje ionty kladné
nabité. Obdobny, ale obraceny pripad nastava u zaporné nabité elektrody. Tento proces
se oznaCuje jako ,nabijeni". Pokud dojde k odnéti vnéjSiho napéti, ionty se uvolni od
povrchu elektrody, takovy proces se nazyva ,vybijeni“. Pfi kapacitnich procesech dochazi
pouze k nabijeni a vybijeni elektrické dvojvrstvy. Pokud pfi kapacitnich procesech tece
proud (pouze pri nabijeni), dochazi k postupnému ukladani naboje. To se déje, protoze
ionty a jiné molekuly nemohou opustit povrch elektrody. Na rozhrani elektroda-elektrolyt
nedochdzi pii kapacitnich procesech k prenosu elektront, nevznikaji tedy produkty
elektrochemickych reakci [65-67].
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Obrazek 14 - Zndzornéni procesu nabiti a vybiti elektrické dvojvrstvy — EDLC (elektrického kondenzdtoru s dvojitou
vrstvou). PreloZeno z [65].

2.4.2 Faradaicky pi‘enos naboje

Druhym zplisobem pienosu néaboje z elektrody do elektrolytu mohou byt faradaické
procesy oxidace a redukce, pfi kterych dochazi k prenosu elektront mezi dvéma fazemi.
Redukce, ktera vyzaduje pridani elektronu, probiha na zaporné elektrodé, zatimco
oxidace, ktera vyZaduje odebrani elektronu, probiha na kladné elektrodé. Na rozdil od
kapacitnich procesti jsou faradaické procesy pri¢inou tvorby elektrochemickych
produkti v elektrolytu.

Faradaické reakce mohou byt reverzibilni nebo ireverzibilni, coZ zavisi na dvou
parametrech: kinetice prenosu elektronii na rozhrani a prenosu hmoty k rozhrani. Pro
dané rozhrani elektroda-elektrolyt existuje rovnovazny potencial, ktery odpovida stavu,
kdy rozhranim neprotéka zadny proud. Pri potencialech blizkych rovnovaze je rychlost
reakce Fizena kinetikou prenosu elektronti (potencidlem) a neni limitovana diftzi
reaktantii k povrchu elektrody. Pfi potencidlech vzdéalenych rovnovaZnému potencialu je
rychlost reakce fizena prenosem hmoty, tedy diftizi reaktantti k povrchu elektrody.
Reverzibilita reakce zavisi na poméru mezi pienosem elektronii na rozhrani a pfenosem
hmoty. Faradaicka reakce s velmi rychlou kinetikou pfrenosu elektronti (oproti pfenosu
hmoty) bude reverzibilni. JestliZze produkt elektrochemické reakce neopousti povrch
elektrody velmi rychle (oproti kinetice prenosu elektronti), miiZze se zménou sméru
proudu jeho ¢ast preménit zpét na reaktant. Faradaicka reakce s velmi pomalou kinetikou
pienosu elektronii vyZaduje vysoky potencial, aby doslo klimitaci diftzi reaktanti.
V takovém pripadé reaktanty rychle difunduji k povrchu elektrody a produkty zase od
povrchu elektrody. JelikoZ produkt rychle opousti povrch elektrody, nedochazi
k uskladniovani naboje, neni tak moZné zménou sméru proudu prevést produkt na
plivodni reaktant [66, 67].
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24.3

Ekvivalentni obvod pro znazornéni Kapacitnich a faradaickych procesti

Faradaické a kapacitni procesy mohou byt modelovany pomoci standardnich elektrickych
komponentd, vznikly obvod pak nazyvame ekvivalentnim. Rozhrani elektroda-elektrolyt
miiZe byt popsano pomoci kondenzatoru s kapacitanci Cp.. Paralelné je pak zapojen
rezistor, ktery odpovida odporu prenosu naboje Rcr. Odpor elektrolytu odpovida
rezistoru Rs.

A)

B)

C)

Pri idealné kapacitnich procesech dochazi vlivem vnéjsiho zdroje napéti k prenosu iontt
k povrchu elektrod a k ustanoveni elektrické dvojvrstvy, kterou je moZné modelovat jako
kondenzator. Povrch elektrod je pokryty vrstvou dielektrika, naptiklad Al;03, obdobné
jako desky kondenzatoru. Ekvivalentni obvod pro kapacitni procesy se tak sklada ze
dvou kondenzatorti odpovidajicich elektrické dvojvrstvé na obou elektrodach a sériové
zapojeného rezistoru, ktery odpovida odporu elektrolytu. Jakmile aplikujeme napétovy
pulz, obvodem proud protéka pouze do nabiti kondenzatoru, po jeho nabiti proud
exponencialné klesa k nule. Pri kapacitnich procesech nedochazi k elektrochemickym
reakcim, tedy prenosu elektron na rozhrani elektroda-elektrolyt.

Pri ideadlné faradaickych procesech nedochazi (nebo jen velmi malo) vlivem vnéjSiho
zdroje napéti k ustanoveni elektrické dvojvrstvy. Ekvivalentni obvod pro faradaické
procesy tak mliZzeme vyjadrit jako tfi sériové zapojené rezistory, z nichz dva predstavuji
odpor prenosu naboje na elektrodach a posledni odpor elektrolytu. Proud, ktery obvodem
protéka skrze odpor prenosu naboje je konstantni. Dlisledkem jsou redoxni reakce na
povrchu elektrod, doprovazené vznikem produktti elektrochemickych reakci.

Pri redlnych podminkach probihaji kapacitni i faradaické proces soubézné. Ekvivalentni
obvod tak miiZeme vyjadrit jako kondenzator, ktery predstavuje elektrickou dvojvrstvu,
paraleln€ zapojeny s rezistorem, ktery predstavuje odpor prenosu naboje, pro elektrody.
V sérii je pak rezistor, ktery predstavuje odpor elektrolytu. Po aplikaci napétového pulzu
proud protéka nejdrive skrze kondenzator, jakmile dojde k jeho nabiti, proud potece skrze
odpor prenosu naboje, dlsledkem jsou elektrochemické reakce. Celkovy proud se tak
sklada z kapacitni a faradaické slozky.
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2.4.4 Mozné faradaické reakce béhem elektroporace

Konvenc¢ni elektrochemie se obvykle zabyva potencidly Fadové v jednotkach voltd. Pri
elektroporaci se v§ak dostavame k mnohem vy$sim hodnotam, stovkam az tisicim voltd.
Pii takto vysokych potencidlech miiZe dojit k prekonani termodynamickych bariér
u reakci, které by za podminek konvenc¢ni elektrochemie probihat nemohly, nebo jen
velmi omezené.

2.4.4.1 Elektrolyza vody

Elektrolyzou vody miliZe dochazet ke vzniku plynného kysliku a okyseleni elektrolytu,
nebo ke vzniku plynného vodiku a alkalizaci elektrolytu, obé reakce jsou tak pri¢inami
zmén pH. Reakci dvou hydroxylovych radikal miZe zaroven vznikat peroxid vodiku,
ktery je jednim z hlavnich témat této prace.

2H,0 — 0, + 4H* + 4e~  E° = —1,23V vs NHE 0)
2H,0 + 2e~ - H, + 20H~ E° = —0,829 V vs NHE 0)
20H™ - 2HO" + 2e~ 0)
HO* + HO* - H,0, 0)

2.4.4.2 Reduk¢éni reakce kysliku (ORR)
Princip ORR je v pienosu jednoho ¢i vice elektronil na kyslik, ktery miiZe vést ke vzniku
ROS. Cty¥-elektronova reakce spotiva v redukci plynného kysliku na vodu:

0, +4H* +4e~ > 2H,0 E°=+123V vs NHE )
Kromé ctyt-elektronové cesty je také moZznost redukovat kyslik na peroxid vodiku dvou-
elektronovou reakct:

0, + 2H" + 2e™ - H,0, E® = +0,70V vs NHE )
Obé reakce lze termodynamicky popsat pomoci standardniho elektrodového potencialu
E°. Cim vy3$5i je EO, tim termodynamicky vyhodné&jsi je dana reakce. Aby reakce probéhla,
elektrodovy potencial musi byt mensi nez E°. Termodynamicky vyhodnéjsi reakci je tedy
Ctyr-elektronova redukce kysliku, protoZe jeji standardni elektrodovy potencial je vy$si
neZ u dvou-elektronové. Je vsak diilezité zminit, Ze tyto hodnoty E° plati pouze pro
standardni podminky, kdy predpokladame, Ze vSechny slozky maji koncentraci 1 M. Pri
fyziologickych podminkach je produkce peroxidu vodiku dvou-elektronovou cestou
termodynamicky srovnatelna se c¢tyr-elektronovou [68]. U dvou-elektronové se vSak
jedna o kineticky vyhodnéjsi reakci, protoZe jsou potreba jen dva pary proton-elektron
[69]. Peroxid vodiku mimo jiné vznika i nepfimou dvoustupiiovou cestou:

0, +e~ - 05~ E®=—-0,35V vs NHE )

05~ +2H* + e~ - H,0, E° = +1,46V vs NHE )
MiZe zaroven dochazet ke ztraté peroxidu vodiku. Jedna se o jeho dvou-elektronovou
redukci na vodu. Reakce je termodynamicky velmi vyhodna, takZe abychom ztraté
peroxidu vodiku predesli, pouzivame materialy selektivni pro jeho tvorbu. K této reakci
dochazi az pri vysokych koncentracich peroxidu vodiku.

H,0, + 2H* + 2e~ - 2H,0 E°=+1,76V vs NHE )
2.4.4.3 Oxidace chloridii
2Cl” - Cl, + 2e™ E°=-1,36V vs NHE )
Cl, + H,0 - HOCl + H* )
HOCl - OoCl™ +H* )

Oxidaci chloridi vznika plynny chlér, ktery reakci s vodou tvofi chlornany, které jsou
mimo jiné pro své antimikrobialni ucinky hlavni soucasti komercniho Ccisticiho
prostiredku SAVO. Reakce rovnéZz zptisobuje zménu pH.

18



2.4.4.4 Rozpousténi elektrod

Elektrody se béhem elektroporace mohou rozpoustét do elektrolytu a negativné tak
ovlivnit jeji vysledek. Nékteré ionty kovi jsou totiZ pro buriky toxické, naptiklad Cuz*
ionty mohou zapricinit zvySenou tvorbu intracelularnich ROS a negativné tak ovlivnit
viabilitu bunék [70]. Treba u ocelovych elektrod miize dochazet k jejich rozpousténi
a uvolnéni riiznych kovovych iontéi Mm+, mezi které patii i Fe3+ ionty. Zelezité ionty mohou
dale figurovat v reakcich vedoucich ke vzniku ROS, prvnim krokem je pak Haber-
Weissova reakce:

Fe3* + 05~ - Fe?* + 0, )
kdy jsou redukovany Zelezité ionty na Zeleznaté ionty superoxidovym anionem, druhym
krokem je Fentonova reakce:

H,0, + Fe?t - HO* + OH™ + Fe3* )
pii které dochdazi kreakci peroxidu vodiku sZeleznatymi ionty, které funguji jako
katalyzator. Produktem jsou velmi reaktivni hydroxylové radikaly. Katalyzatorem vSak
nemusi byt Fe?*, mezi Fentonovy kovy se napriklad fadi i méd,, kobalt ¢i titan [71].

2.4.4.5 Reduk¢ni reakce dusiku (NRR)
Dusik je tzv. inertni plyn, ktery za normalnich podminek velmi obtiZné reaguje. Amoniak
se priimyslové vyrabi Haber-Boschovou syntézou:

N, +3H, —» 2NH;3 )
Tento proces je vSak finan¢né a energeticky narocny. Alternativou je elektrochemicka
redukce dusiku na amoniak:

N, +6H" + 6e~ — 2NH, E®=0,55V vs NHE )
reakce ma vSak pomalou kinetiku a nizkou faradaickou ucinnost kvili kompetici
s tvorbou vodiku. K navySeni ucinnosti procesu je proto nutné do reakce zakomponovat
katalyzator. Najit optimalni katalyzator je momentalné hlavnim cilem vyzkumu NRR,
proto zatim neni elektrochemicka vyroba NHs provozovana na priimyslovém méritku [72,
73]. Je moZné, Ze pri elektroporaci dochazi k redukci dusiku na amoniak, ktery miiZe
reagovat s biomolekulami nebo se ucastnit rekombinac¢nich reakci s ROS:

NH; + HO® - NH,0H + H* ¢)
NH,0H + HO® - NO3 ¢)
NH,0OH + 05~ - NO; + H,0 + H* )
NO; + 2HO* - NO3 + H,0 C)
H,0, + NO; - ONOO~ + H,0 C)

miZe tak dochézet k soucasné tvorbé reaktivnich forem dusiku a okyseleni elektrolytu.
VSechny uvedené ionty a molekuly patfi mezi tzv. reaktivni formy kysliku a dusiku
(RONS), které jsou predmétem zajmu napriklad ve vyzkumu interakci nizkoteplotniho
plazmatu a kapalin [74]. V pripadé Ze by dochazelo kjejich produkci béhem
elektroporace, mohly by pro své oxidativni ucinky ovlivnit jeji vysledek.
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Vzduch

Obrazek 17 - Schéma interakci riiznych reaktivnich forem generovanych vzdusnym plazmatem na rozhrani plyn-kapalina.
Prenos jednotlivych reaktivnich forem na rozhrani je definovdn specifickym koeficientem rozpustnosti dle Henryho zdkona.

vvvvvv

predstavuji potencidlni reakce, které se mohou odehrdvat v elektrolytu pri elektroporaci.

2.4.5 Reaktivni formy Kkysliku (ROS)

ROS jsou vysoce reaktivni slou¢eniny odvozené od kysliku, vody nebo peroxidu vodiku,
pFitemZ se zmin&ny H20: Fadi mezi neradikalové ROS. Radi se zde nap¥iklad superoxidovy
anion (0,°7), hydroxylovy radikdl (OH®) nebo peroxid vodiku (H,0,) [75]. Jsou
prirozenymi produkty oxidativniho metabolismu mitochondrii nebo buné¢né odpovédi
na pritomnost xenobiotik, cytokinii nebo invazivnich bakterii [76-78]. V Zivych
systémech maji hlavni ucel jako signalni molekuly, coZ se tyka hlavné peroxidu vodiku
(H,0,) a superoxidového anionu (0,°”) [79]. Zaroven stimuluji bunétné déleni
aapoptézu, svym zplsobem tak prispivaji k prirozenému procesu starnuti. Jejich
nadmérna koncentrace je spojovana s oxidativnim stresem a to zejména na molekularni
a bunécné urovni, kde mohou poSkozovat rtizné biomolekuly, jako jsou naptiklad
proteiny, lipidy, sacharidy ¢i nukleotidy [75]. Obrannym systémem proti ROS mohou byt
enzymatické i neenzymatické antioxidanty. Mezi neenzymatické patfi napriklad
vitamin C, vitamin E, -karoten nebo riizné flavonoidy ¢i karotenoidy s antioxida¢nimi
schopnostmi. Mezi enzymatické se radi superoxid dizmutaza, katalaza nebo peroxidaza
[80]. V kontextu elektroporace a ROS bylo zjisténo, Ze elektrodovy material ma vliv na
ucinnost elektroporace. Pravé Fentonovy kovy, jako méd a ocel, byly producenty
vysokych mnozZstvi ROS, které pozitivné ovliviiovaly ucinnost elektroporace [81].

2.4.6 Peroxidace lipidi

Jednd se o oxidativni degradaci lipidii volnymi radikaly, kterd nejvice postihuje
nenasycené mastné kyseliny, jeZ jsou soucasti fosfolipidti buné¢nych membran. MiiZe byt
pricinou posSkozeni buné¢né membrany, buné¢ného starnuti nebo bunécné smrti [82].
Peroxidace lipidii je radikdlovou fetézovou reakci, kde prvnim krokem je iniciace, pti
které volny radikal, napiiklad OH*, atakuje retézec nenasycené mastné kyseliny. Vznika
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lipidovy radikal a nasleduje krok propagace, kdy radikal mastné kyseliny rychle reaguje
s molekuldrnim Kkyslikem za vzniku lipoperoxylového radikalu (LOO®). Ten miZe
reagovat s dal$im lipidem za vzniku nového lipidového radikalu (L"), jeden volny radikal
tedy miZe poskodit vicero lipidli. Propagace pokracuje, dokud nedojde k terminaci
spotifebou substratu nebo reakci dvou radikalt [83, 84]. Hlavnim produktem peroxidace
lipid@i jsou lipidové hydroperoxidy (LOOH), které jsou rovnéZ substratem pro fadu
enzymil a mohou podstoupit rtizné sekundarni reakce [85]. Mezi dalSi produkty patii
napfiklad radikaly alkoxylové (LO*®), epoxy-peroxylové (OLOO®) a dalsi [86, 87].
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Obrdzek 18 - Mechanismus peroxidace nenasyceného lipidu iniciované hydroxylovym radikdlem. PreloZeno z [87].

Jak jiz bylo zminéno, predpoklada se, Ze peroxidace lipidl prispiva k permeabilizaci
bunéfné membrany béhem elektroporace a byva rovnéZ spojovana s pretrvavajici
permeabilizaci po skonceni elektroporace [22-28, 88, 89]. Existuje vSak jedna studie,
ktera spojeni oxidace lipidii s pretrvavajici permeabilizaci po elektroporaci vyvraci [90].
Piredpoklada se vsak stale, Ze plisobenim ROS béhem elektroporace dochazi ke vzniku
nestabilnich peroxidovanych oblasti na povrchu bunééné membrany, které prispivaji ke
vzniku péri [22].
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Obrdazek 19 - Zndzornéni nestabilnich peroxidovanych lipidii na povrchu bunécné membrdny. PreloZeno z [22].

V MD simulacich bylo rovnéZ pozorovano, Ze pouhd oxidace lipidii v buné¢né membrané
vede ke zvySeni permeability [91, 92]. Jedna ze zminénych studii porovnavala efekt
oxidace lipidli na permeabilitu buné¢né membrany mezi normalnimi a nddorovymi
buiikami. Bylo zjisténo, Ze efekt oxidace lipidii je vyraznéjsi v systémech bez cholesterolu,
pricemz pravé membrany nadorovych bunék obsahuji mens$i mnoZstvi cholesterolu [91].
Perspektivni pro metody ablace nddort (N-TIRE a H-FIRE) by tedy mohly byt materialy,
které pri pulzovani produkuji vysoka mnoZstvi ROS. Takové materidly by teoreticky
mohly navysit ucinnost ablace.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Cil prace

Cilem prace je zjistit, jaky vliv maji faradaické procesy na ucinnost elektroporace, pricemz
pozornost je vénovana zejména redukénim reakcim kysliku - tvorbé ROS a jejich efektu
na elektroporaci. Kvantifikaci peroxidu vodiku po aplikaci standardniho
elektroporac¢niho protokolu na standardni elektroporac¢ni pufr je nutné vybrat vhodné
materidly pro experimenty sbunkami. Hypotéza je, Ze anodizaci elektrod, tedy
vytvorenim tenké vrstvy dielektrika na povrchu elektrody, je mozné sniZit produkci ROS

béhem pulzovani. Porovnanim elektroporace
a anodizovanymi kapacitnimi elektrodami

elektroporace.

3.2 Seznam pouZzitych chemikalii

mezi traditnimi faradaickymi

lze vyvodit efekt ROS na ucinnost

Chemikalie CAS Dodavatel

3, 3%, 5, 5-Tetramethylbenzidin 54827-17-7 Sigma Aldrich
Aceton 67-64-1 Microchemicals
Chlorid horeénaty hexahydrat 7791-18-6 Penta chemicals
Chlorid vapenaty dihydrat 10035-04-8 Penta chemicals
Citronan sodny dihydrat 6132-04-3 Penta chemicals
DBSA 121-65-3 Sigma Aldrich
Dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat 10049-21-5 Sigma Aldrich
DMSO 67-68-5 Sigma Aldrich
Ethanol 96% 64-17-5 Severochema
Gibco™ YPD tekuté médium Thermo Scientific
GOPS 2530-83-8 Sigma Aldrich
HEPES 7365-45-9 Sigma Aldrich
Hydrogenfosfore¢nan sodny heptahydrat 7782-85-6 Sigma Aldrich
Hydroxid sodny 1310-73-2 Penta chemicals
Isopropanol 67-63-0 Microchemicals
Kfenova peroxidaza, typ | 9003-99-0 Sigma Aldrich
Kyselina citrénova 5949-29-1 BS vinai'ské potreby
Peroxid vodiku 7722-B4-1 Sigma Aldrich
ROTI®Fair PBS 7.4, tablety Carl Roth
PEDOT:PSS 126213-51-2 Heraeus
Propidium jodid min. 95%, p.a. 25535-16-4 Carl Roth
Sacharéza, ultrapure, 99% 57-50-1 Thermo Scientific
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3.3 Seznam pouZitych pristroji

CNC frézka CauCau KOMPAS F1000

3D tiskarna Raise3D E2

3D tiskdrna Prusa i3 MK3S+

Spektrofotometr BioTek Synergy H1

Inkubator s trepanim Yihder LM-420D

Centrifuga PHOENIX Instrument CD-0506
Centrifuga Biofuge Stratos

Pocitadlo bunék Beckman Coulter Cell Counter-Z2
pH metr Thermo Scientific Orion Star A111

pH metr Hanna Instruments Multimetr EDGE
Konduktometr Mettler Toledo SevenCompact S230
Elektroporator Leroy-Biotech ELECTROcell B12
Elektroporator Leroy-Biotech ELECTROcell B15
Osciloskop PicoScope 4262

Osciloskop GW Instek GDS-2202E

Proudova sonda Instrance ICP5150

Napétova sonda P5100

Potenciostat IVIUM Technologies VERTEX ONE
Méric LCR B&K PRECISION BK891

Nap4jeci zdroj VOLTCRAFT LSP-1165

Zdroj Keithley 238 HIGH CURRENT SOURCE MEASURE UNIT
Zdroj KEYSIGHT E36313A

Mikroskop Kern OKO 178

Fluorescenc¢ni mikroskop Nanolive 3D Cell Explorer-fluo
Skenovaci elektronovy mikroskop FEI Verios 460L
XRF analyzator Olympus Vanta VCR
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3.4 Navrh a vyroba elektroporacni cely

Elektroporacni cely byly nejprve navrZeny v programu Fusion 360 a nasledné obrobeny
na CNC frézce. Cela byla navrzena tak, aby rozmérové odpovidala komercné dostupnym
kyvetam a aby bylo moZné vyménou prostiredniho dilu libovolné ménit vzdalenost mezi
elektrodami pro budouci experimenty. ZmenSenim této vzdalenosti je totiZz moZné
dosahnout vysSich intenzit elektrického pole.

Cela A) byla vytrezana z Delrinu, jednotlivé dily byly nasledné spojeny pomoci Sroubdi.
Mezera mezi elektrodami je variabilni dle vyménitelného prostredniho dilu: 0,2 cm nebo
0,4 cm, pro vétSinu experimentl je v8ak pouzivan 0,2 cm prostiredni dil. Vnéjsi dily jsou
opatfeny drazkou na gumové tésnéni, které zajiStuje, aby nedoSlo k prosakovani
elektroporac¢niho pufru.

Elektrody 0.2 cm

1,3cm

_

== Q| H

Obrdzek 20 - Schéma cely A) z Delrinu s 0,2 cm vzddlenosti mezi elektrodami.
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Cela B) byla vyrezana z polykarbonatu, jednotlivé dily byly utésnény pomoci PDMS
a nasledné spojeny pomoci Sroubil. Mezera mezi elektrodami je 0,1 cm, v této cele je tedy
moZné dosahnout vysSich intenzit elektrického pole nez u cely A). Cela byla vyrobena
z prihledného materialu, aby bylo moZné permeabilizaci detekovat pomoci fotonasobice
(méFeni luminiscence), coZ je jednim z Fe$enych témat v ramci spole¢ného projektu s UFE.
Jeho podstata a korelace s dalS$imi metodami detekce elektroporace je popsana
v nedadvném ¢&lanku, na kterém se podilel tym z UFE [93].

1,3cm

)

Elektrody 0.1 cm

wo g°g

Obrdzek 21 - Schéma cely B) z polykarbondtu s 0,1 cm mezerou mezi elektrodami.
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3.5 Priprava faradaickych a kapacitnich elektrod

Elektrody byly nejprve nastithany z komer¢né dostupnych 0,5-0,8 mm silnych plat
médi, hliniku, oceli 304, 316L a titanu na rozmér 13 x 38 mm. VSechny elektrody
pouzivané v této praci byly rovnéZ podrobeny prvkové analyze rentgenovou
fluorescenc¢ni spektroskopii (XRF). V minulosti bylo zjiSténo, Ze elektrodovy material
vyrazné ovliviiuje ucinnost elektroporace [81]. Vyrobci ¢asto neuvadéji presné sloZeni
kovili a rtizné primési ¢i necistoty by mohly negativné ovlivnit Gcinnost elektroporace.
Analyze byla podrobena i komer¢né dostupna 0,4 cm hlinikova elektroporac¢ni kyveta
(Sigma Aldrich). Bylo zjiSténo, Ze zastoupeni hliniku v kyveté ¢ini (98,559 + 0,036) %,
zbytek tvori horcik, kifemik a dalSi kovy. Zastoupeni hliniku v komer¢né dostupném
hlinikovém platu ¢ini (99,284 + 0,011) % s menSim mnozstvim Zeleza, kfemiku a dal$ich
kovli. MnoZstvi necistot v elektropora¢ni kyveté miize ovlivnit jak elektrochemické
procesy béhem elektroporace, tak potencialni upravu povrchu kyvety jeji anodizaci.
VeSkeré vysledky XRF analyzy jsou uvedeny v Tabulka 1 v prilohach.

Elektrody jsou sonikovany vacetonové lazni po dobu 10 minut. DalSim krokem je
katodické cCiSténi, pri kterém dochazi k elektrolyze vody a tvorbé vodiku na cCiSténé
elektrodé. Pro titan je aplikovano 10 V po dobu 5 minut v 1 M NaOH a pro hlinik 15V po
dobu 5 minut v PBS. Ci$tén{ hliniku se provadi v PBS, protoZe by v NaOH dochézelo k jeho
leptani. Protielektrodou je ocelova miizka, ktera je v jiné nadobé, aby nedochazelo ke
kontaminaci Ccisténych elektrod jejim rozpousténim. Nadoby jsou spojeny solnym
miustkem.

Anodizace je proces, pri kterém kladné nabity povrch elektrody ponoteny do elektrolytu
reaguje s kyslikem za vzniku oxidu daného kovu. Tlou$tka rostouciho oxidu je definovana
priloZzenym napétim a charakter oxidu zase teplotou, sloZenim pufru ¢i predupravou
povrchu elektrody. Béhem anodizace dochazi k rapidnimu poklesu proudu kvelmi
nizkym hodnotdm, coZ je dlisledkem riistu vrstvy oxidu na povrchu elektrod.

A) B)

Elektrolyt Elektrolyt

Oxid 0% Oxid 0%

Obrazek 22 - Schéma procesu anodizace: A) tloust’ka oxidu kovu je pi‘i daném napéti viceméné konstantni, B) jakmile vSak
dojde k aplikaci vyssiho napéti, oxid roste hloubéji smérem do kovu dle anodizacniho koeficientu (nm/V).

Anodizace je provadéna pro hlinikové a titanové elektrody ve slabé kyselém pufru
o sloZeni: 25,7 g/l citronanu sodného a 2,65 g/l kyseliny citrénové. Aplikovano je
110 V po dobu 15 minut za neustalého michani magnetickym michadlem. Protielektrodou
je opét ocelova mrizka. Po anodizaci jsou elektrody oplachnuty DI vodou aosuSeny
stlatenym vzduchem. Anodizac¢ni koeficient pro hlinik se pohybuje kolem 1,6 nm/V a pro
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titan kolem 2,7 nm/V; tato hodnota se mizZe liSit a obecné zavisi na podminkach
anodizace, jako je napiiklad pH elektrolytu ¢i teplota. Aplikaci 110 V tak ziskame zhruba
176 nm Al203 na povrchu anodizovaného hliniku a 297 nm TiO2 na povrchu
anodizovaného titanu. Uspé$nou anodizaci lze poznat pomoci metody EIS, kdy impedance
anodizovanych elektrod dosahuje v porovnani s klasickymi elektrodami vy$Sich hodnot.
Zaroven dochazi u anodizovaného titanu k difrakci svétla, kdy tlouStka oxidu definuje
vyslednou barvu, pti 50 V se tak povrch jevi jako modry, pti 110 V zase jako svétle zeleny.

X s Ak .

Obrazek 23 - Elektrody z anodizovaného titanu: A) 50 V (~ 135 nm), B) 110 V (~ 297 nm).

Anodizované elektrody lze identifikovat na impedan¢nim spektru, kdy je jejich impedance

Vv r

vy$8i v porovnani s klasickymi elektrodami:

A B
1000000 r - : -
—Al
100000 ——AnAl 4
S o000 L E s
: c
i b
1000 4 =
E
100 | E
io L " a ’ ;

1 10 100 1000 10000 100000 1 10 100 1000 10000 100000
Frekvence (Hz) Frekvence (Hz)

Graf 1 - Impedancni spektrum pro klasicky a anodizovany hlinik v suspenzi kvasinek v pufru S2: A) impedance, B) faze.
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Kromé klasickych a anodizovanych elektrod byly rovnéz pripraveny titanové elektrody
pokryté vrstvou polymeru PEDOT:PSS. Titanové elektrody byly nejdrive vyciStény
stejnym zplisobem, jak jiZ bylo uvedeno vyse. Nasledné byly leptany po dobu 4 minut ve
smési HF, H202 a H20 (2:2:75) nebo ve smési NHs, H202 a H20 (2:1:1). Poté byly naleptané
elektrody ponofeny do 1 M NaOH na 30 s, aby se na povrchu vytvorila kontrolovana vrstva
oxidu, elektrody byly déle diikladné oplachnuty DI vodou. Komercné dostupna smés
PEDOT:PSS (Heraeus) byla prefiltrovana pres 0,45 pum PVDF filtr. Po filtraci byl
PEDOT:PSS spole¢né s DMSO (5hm.%) a DBSA (0,1 hm.%) sonikovan po dobu
30 minut; na posledni 2 minuty byl pridan GOPS (2 hm. %). PEDOT:PSS byl na elektrody
nanesen metodou ,dip coating®, ktera spociva v ponoreni elektrody do jeho tekuté smési.
Elektrody byly poté 1 hodinu suSeny v su$arné na 130 °C a po vysuSeni ponofeny do
DI vody minimalné na 24 hodin.

Obrazek 24 - Titanové elektrody s vrstvou PEDOT:PSS.

29



3.6 Spektrofotometrické stanoveni H;0;

Peroxid vodiku je stanovovan spektrofotometricky, pricemz je vyuZivano jeho oxida¢nich
schopnosti. Jeho reakci se zbarvujicim se oxidovatelnym substratem je moZné
kvantifikovat jeho koncentraci podle Lambert-Beerova zakona:

A= gglc )
kde A je naméfena absorbance, &7 molarni absorp¢ni koeficient, / délka optického
prostredi a c koncentrace analytu. Reakci H202 s 3,3",5,5'-tetramethylbenzidinem (TMB)
dochazi k oxidaci TMB za vzniku stabilniho modrého komplexu, jehoZ absorbance je
méfena pii vinové délce 653 nm. Celd reakce je katalyzovana enzymem Kkrenova
peroxidaza (HRP) a odehrava se v pufrovaném prostiedi.

modra

enzym, H202

Obrazek 25 - Oxidace TMB peroxidem vodiku katalyzovand enzymem HRP: vznika modry komplex s absorpénim maximem
pri vinové délce 653 nm [94].

Prvnim krokem je priprava pufru, ve kterém probiha stanoveni H:02. Je pripraven
0,2 M roztok NazHPO4 a 0,1 M roztok Kkyseliny citrénové, kazdy po 500 ml. Nasledné je
smichano 435 ml 0,2 M NazHPO4 a 315 ml 0,1 M kyseliny citrénové. Pfidanim roztoku
NazHPO4nebo kyseliny citronové je pH upraveno na hodnotu 5,6.

Dal8im krokem je ptfiprava enzymu HRP a substratu TMB. HRP je rozpustén v DI vodé tak,
aby byla vysledna koncentrace 1 mg/ml (plati pro aktivitu 145,3 U/mg). Nasledné je
roztok enzymu rozdélen do Eppendorfovych zkumavek, pricemZ se ke stanoveni vzdy
pouziva pouze jedna, zbytek je uchovavan v mrazu. TMB je rozpus$tén v DMSO na
vyslednou koncentraci 10 mg/ml, roztok je obdobné jako u HRP rozdélen do zkumavek
a uchovavan v mrazu.

Smés ke stanoveni peroxidu vodiku je pripravena smichanim pufru, HRP a TMB v poméru
993:2:5, coZ pro objem 10 ml odpovida 9930 ul pufru, 20 ul HRP a 50 pl TMB. Stanoveni
probiha napipetovanim 160 pl smési do 96-jamkové mikrotitracni desticky a pridanim
40 pl vzorku, finalni objem je tedy 200 ul. Koncentrace peroxidu vodiku je vypocitana dle
vztahu:

c(Hy0,) = 25t )

aVg
kde Aes3 odpovida absorbanci vzorku pfi vinové délce 653 nm, a koeficientu z linedrn{
regrese kalibra¢ni krivky, V: objemu vzorku (40 pl) a Vs celkovému objemu (200 pl).
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3.7 Méreni proudu béhem elektroporace

Proud je méren pomoci tzv. ,shunt” rezistoru o definovaném odporu 1 Ohm. Béhem
elektroporace mérime pomoci osciloskopu vystupni napéti a také pokles v napéti skrze
rezistor. Vysledny proud miiZeme vypocitat z Ohmova zakona:

=2 )

kde I je proud, U je vystupni napéti z elektroporatoru a R je odpor shunt rezistoru. Po

ziskani proudové krivky je provedena jeji integrace, kterou ziskame celkovy naboj dodany
elektropora¢nim pulzem:

Q=J ldx )

kde Q je celkovy naboj dodany elektropora¢nim pulzem, to a t oznacuji zacatek a konec

elektropora¢niho pulzu, a I naméreny proud. Celkovy naboj nasledné miiZeme vztahnout
k namérenym koncentracim peroxidu vodiku.

1000 3000
—— Napéti
- 2500
800 - — Proud
- 2000
600
S 1 1500 %;
D 400+ | Naboj=110,26 mC | =
- 1000
200 4 1500
0 0
T T T T y T y T T T T
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 04
Cas (ms)

Graf 2 - Integrovand proudovd krivka s vyslednym dodanym ndbojem pro elektrody z titanu v 0,2 cm elektroporacni cele.
Protokol: 200x 5 kV/cm, 100 us, 1 Hz, A2202, 400 ul.

3.8 Kultivace kvasinek a priprava jejich suspenze

Kvasinkova kultura Saccharomyces cerevisiae (BY4741, MATa), poskytnuta
Mikrobiologickym tistavem AV CR, kterd je pouZivana pro elektroporaci, je uchovavana
na agarové misce (1 hm. % kvasni¢ny extrakt, 2 hm. % pepton, 2 hm. % agar a 2 hm. % D-
glukéza v purifikované vodé) v lednici pri teploté 4 °C.

Na UFE je inokulum p¥ipraveno do dvou Erlenmeyerovych banék (250 ml) s 25 ml
sterilntho YPD média (1 hm. % kvasni¢ny extrakt, 2 hm. % pepton a 2 hm. % D-glukdza
v purifikované vodé). Nasleduje kultivace po dobu 24 hodin v inkubatoru s tfepanim pri
30 °Ca 180 ot./min.
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Po dokonceni kultivace je suspenze centrifugovana 5 minut pti 3000 ot./min., poté jsou
buniky resuspendovany v elektropora¢nim pufru S2 (1,403 mM Na:HPO4;
0,594 mM NaH2P0a4; 250 mM sacharéza), ktery byl prefiltrovan pres 0,25 pm PVDF filtr.
Tento proces je opakovan, pricemZ jsou buniky opét resuspendovany, tentokrat v 10 ml
prefiltrovaného pufru S2. Koncentrace bunék je zjiStovana pocitadlem bunék (Beckman
Coulter Cell Counter-Z2), buriky jsou pak naredény na finalni koncentraci 1-10° bunék/ml.
Na CEITEC je inokulum pfipraveno do jedné Erlenmeyerovy bariky (250 ml) s 50 ml
sterilnfho YPD média o stejném sloZenf{ jako na UFE. Nasleduje kultivace na DIY tepacce
pri laboratorni teploté a 180 ot./min. Po 15 hodinach kultivace je provedena kontrola
ristu spektrofotometricky. Byla naméfena hodnota ODsoo = 0,1, ktera pro kvasinky
odpovida koncentraci zhruba 1-10¢ bunék/ml [95]. Kvasinky jsou kultivovany jesté
dalSich 24 h, celkovy cCas kultivace je tedy 39 h. Po skoncCeni kultivace jsou burky
centrifugovany a resuspendovany stejné, jak jiZ bylo uvedeno vySe. Koncentrace bunék je
zjiStovana pocitdnim na Biirkerové komirce, buiiky jsou pak nafedény na finalni
koncentraci 5,3-108 bunék/ml.

3.9 Protokol pro elektroporaci kvasinek

Elektroporacni cela (0,1 cm) je vyplachnuta ethanolem, vodou a nasledné vysuSena
stlatenym vzduchem. Do cely s elektrodami je napipetovano 400 pul suspenze bunék a je
aplikovéano 8 pulzii o intenzité 3-9 kV /cm, délce 100 ps a frekvenci 2 Hz. Po elektroporaci
jsou elektrody i cela oplachnuty ethanolem a vodou. Po vysu$eni stlacenym vzduchem je
moZné vyménit elektrody a provést dalsi elektroporaci.

0,5s

U (V)

Cas (s)

Graf 3 - Schéma protokolu pro elektroporaci kvasinek. Je aplikovdno 8 pulzii o délce 100 us, frekvenci 2 Hz a variabilni
intenzité elektrického pole, kterd je definovana amplitudou pulzii U (V) a vzdalenosti mezi elektrodami d (cm).
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3.10 Méreni fluorescence propidium jodidu (PI)

3.10.1 Celkova fluorescence

Po elektroporaci je z cely odebrano 200 pl suspenze bunék, poté je pridano 10 pl
zasobniho roztoku PI (1 mg/ml v PBS). Buiiky jsou inkubovany po dobu 20 minut
anasledné jsou centrifugovany pri 2000 ot./min. po dobu 2 minut. Supernatant je
odebran a buriky jsou resuspendovany ve 130 pl PBS. Do tmavé 96-jamkové mikrotitra¢ni
desticky je napipetovano 100 pl suspenze bunék a je mérena fluorescence s excitaci pri
535 nm, emisi pti 617 nm a linedrnim michanim po dobu 5 s pied méienim fluorescence.
Provedena je i pozitivni kontrola (nelektroporované buriky s PI).

3.10.2 Fluorescen¢ni mikroskop

Zbylych 30 pl permeabilizovanych bunék v PBS je pouzito k zobrazovani mikroskopem
Nanolive 3D Cell Explorer-fluo. Kryci sklitka jsou ociSténa stlatenym dusikem a 8 pl
diikladné promichané suspenze je napipetovano na kulaté podloZni sklicko, které je
prikryto krycim sklickem (kulaté, o primeéru 35 mm). Zobrazovani je provedeno
s dvojitou excitaci filtry TRITC a FITC, sdobou expozice 50 ms. Zobrazovani bylo
provedeno pro elektroporaci s titanem a anodizovanym titanem, a to pro intenzity
5a9kV/cm. Dale bylo provedeno zobrazovani pozitivni kontroly (neelektroporované
buriky s PI) a tzv. ,sham“ kontroly (neelektroporované buriky s PI, které byly odebrany
z elektroporacni cely s elektrodami). U kazdého vzorku bylo pofizeno 10 snimkd, jenZ
byly nasledné analyzovany softwarem Image], ktery slouZi pro pocitani bunék. Mnozstvi
permeabilizovanych bunék potom bylo vyjadieno v procentech.

Obrazek 26 - Elektroporované kvasinky zobrazené fluorescencnim mikroskopem pro elektrody z titanu, 5 kV/cm. A) RI
mapa (index lomu), B) prekryv RI mapy s excitacnimi filtry: 40 % TRITC a 40 % FITC, C) excitacni filtr TRITC.
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3.11 Elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie (EIS)
EIS je metoda hojné vyuZzivana v elektrochemii. Spociva v aplikaci AC potencialu/proudu
na elektrochemicky systém a v zaznamenavani vystupniho AC proudu/potencialu. Pokud
aplikujeme potencial a mérime proud, jedna se o potenciostatickou EIS, u galvanostatické
EIS je to naopak.
Vratme se ke konceptu ekvivalentnich obvodi pro faradaické, kapacitni a realné procesy.
Obvod C) (Obrazek 16) popisuje redlny systém, kde kondenzator Cp. predstavuje
elektrickou dvojvrstvu, paralelné zapojeny rezistor Rcr zase odpor prenosu naboje
av sérii je zapojeny rezistor Rs predstavujici odpor elektrolytu. Pokud je aplikovan
vstupni AC proud, systémem poteCe vystupni AC potencidl, ktery miiZe byt posunuty
o thel ¢. Tento uhel predstavuje hodnotu tzv. fazového posunu a udava sklon vektoru,
jehoZz velikost je definovana prispévkem imaginarni (reaktance) a realné slozky
(rezistance) a odpovida hodnoté impedance |Z|.
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Graf 4 - Vektorové schéma imagindrni (reaktance X) a redlné (rezistance R) slozky impedance. Impedance je definovdna
hodnotou velikosti vektoru [Z| a fazovy posun tihlem ¢.

Kdyby byl na elektrochemicky systém aplikovan DC proud, odpor tomuto signalu by
zplsobil pouze rezistor.]Jeho efekt se da popsat elektrickym odporem (rezistanci) R, jehoZ
velikost je definovana jiz zminénym Ohmovym ziakonem. DC proud nepotece skrze
kondenzator, ale bude dochazet k ukladani naboje podle vztahu:

q=CV )
kde q odpovida uloZenému naboji, € kapacitanci a VV napéti mezi deskami kondenzatoru.
Kdyby byl vSak aplikovan AC proud, odpor tomuto signalu by zpilisobil kondenzator ¢i
induktor. Ve zminéném ekvivalentnim obvodu zadny induktor neni, pozornost tedy bude
vénovana kondenzatoru. Jeho efekt na vstupni signal se da popsat reaktanci X, neboli
imaginarni slozZkou impedance.
Aplikaci AC proudu na idedlni rezistor nedojde k fazovému posunu, impedance je tak
nezavisla na frekvenci a sklada se pouze z realné slozky R (prispévek imaginarni slozky
X je nulovy):

Zp =R )
kde Zr je impedance a R elektricky odpor.
Aplikaci AC proudu na idealni kondenzator dojde k fazovému posunu, ktery odpovida
hodnoté ¢ = 90°, impedance je tak zavisla na frekvenci a sklada se pouze z imaginarni
slozky X (prispévek realné slozky R je nulovy):
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Ze=X=— )
kde Zc je impedance kondenzatoru, X reaktance, w uhlova frekvence a C kapacitance.
Impedance rezistoru odpovida pouze realné slozce R a neni zavisla na frekvenci, zatimco
impedance kondenzatoru odpovida pouze imaginarni sloZce X, jejiZ prispévek je nizsi
srostouci frekvenci. Diky témto vlastnostem je tak moZné mérenim impedance pri
riznych frekvencich vyloucit efekt individudlnich komponent v ekvivalentnim
obvodu [51].

Pii vysokych frekvencich vstupniho signalu (0,5-1 MHz) bude prispévek reaktance
kondenzatoru nulovy, pfi¢emZ miiZe byt zanedban i odpor prenosu naboje Rcr (aplikaci
slabého proudu nedochazi k prenosu naboje). Vysledna impedance tak bude rovna
odporu elektrolytu Rs. Vodivost elektrolytu z hodnoty impedance pak miiZeme vypocitat

podle tohoto vztahu:
d

o=— )
kde o odpovida vodivosti elektrolytu, d vzdalenosti mezi elektrodami, R odporu
elektrolytu (impedanci pri fazovém posunu ¢ = 0) a 4 povrchu elektrody v kontaktu
s elektrolytem.
Pri elektroporaci dochazi ke zvySeni permeabilizace bunétné membrany a nasledné
vyméné latek mezi vnitfnim prostredim burky a okolnim elektrolytem. Dochazi ke ztraté
intracelularnich molekul, jako jsou naptiklad ATP nebo ionty. Pravé ztrata iontd
zplisobuje nariist vodivosti elektropora¢niho pufru, ktery ma sam o sobé velmi nizkou
vodivost. Zrozdilu vodivosti elektrolytu pred a po elektroporaci je tak mozné
kvantifikovat uc¢innost elektroporace.
Pro méreni je pouzivana potenciostaticka EIS se skenovanim frekvenci od 1 MHz po 1 Hz.
Je aplikovan velmi maly AC potencidl (10 mV) a jsou snimany proudové hodnoty
vrozmezi zadanych frekvenci. Pfi vysokych frekvencich (300-500 KHz) je odectena
hodnota impedance, ktera odpovidda odporu elektroporatniho pufru. Ze
zjiSténé impedance, vzdalenosti mezi elektrodami a povrchu elektrody ve styku
s elektrolytem je dale vypocCtena vodivost elektroporacniho pufru dle Rovnice 28. Méreni
je provadéno pred a po elektroporaci a rozdil dvou ziskanych hodnot vodivosti reflektuje
jeji ucinnost.
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Graf 5 - Impedancni spektrum pro hlinik pred a po elektroporaci: A) impedance, B) faze. Protokol: 8x 5 kV/cm 100 us, 2 Hz,
suspenze kvasinek v pufru S2, 400 pl.
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3.12 Vysledky a diskuze

Prvotni experimenty byly provedeny za ulelem zjiSténi pritomnosti ROS béhem
elektroporace. Byly zvoleny délky pulzi, které standardné nejsou pouZivany
k elektroporaci, zaroven byly experimenty provadény v DI vodé, ktera neni standardnim
elektropora¢nim elektrolytem. Do elektroporatni kyvety bylo napipetovano 800 pl
DIvody a poté bylo aplikovano 1000 pulzi o délce 5-25 ms, intenzité 0,625-
2,5 kV/cm a frekvenci 10 Hz. Po skonceni pulzovani byla spektrofotometricky stanovena
koncentrace vyprodukovaného H202.
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Graf 6 - Zavislost koncentrace H202 na délce pulzu pro riizné intenzity elektrického pole v 0,4 cm komercné dostupné
elektroporacni kyveté (Sigma Aldrich). Protokol: 1000x 0,625-2,5 kV/cm, 5-25 ms, 10 Hz, diHz0, 800 ul. Uvedené vysledky
odpovidaji jednomu méreni se smérodatnou odchylkou ze stanoveni H20; (byly odebrdny 2 vzorky).

Byla potvrzena pritomnost H202 béhem pulzovani, jeho koncentrace rostla se zvySujici se
intenzitou a délkou pulzii. Rozdily byly u mensich intenzit elektrického pole niZsi,
u intenzity 2,5 kV/cm vSak doSlo k vyraznému nariistu koncentrace H202, a to zejména
u délek pulzii 20 a 25 ms.

Pri opakovanych meérenich bylo pozorovano, Ze je pomérné sloZité vysledky
reprodukovat. Komer¢né dostupné elektroporacni kyvety jsou drahé, proto byly
opakované pouZzivany. Byl tedy proveden test reprodukovatelnosti vysledkd.
Elektroporac¢ni kyveta s 800 ul DI vody byla podrobena opakovanému pulzovani, kdy bylo
aplikovano 1000 pulzii o délce 5-25 ms, intenzité 2,5 kV/cm a frekvenci 10 Hz. Po kaZdém
pouziti byla stanovena koncentrace peroxidu vodiku, kyveta byla vyplachnuta vodou
a experiment byl opakovan.
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Graf 7 - Zavislost koncentrace Hz0z na poctu provedenych pulzovdni v 0,4 cm komercné dostupné elektroporacni kyveté
(Sigma Aldrich). Protokol: 1000x 2,5 kV/cm, 25 ms, 10 Hz, diH20, 800 ul. Uvedené vysledky odpovidaji jednomu méreni se
smérodatnou odchylkou ze stanoveni H20z (byly odebrdny 2 vzorky).

Bylo pozorovano, Ze koncentrace peroxidu vodiku s kazdym pouZzitim kyvety klesa.
Elektrodovy material kyvety béhem pulzovani koroduje a dochazi tak ke sniZeni produkce
H202. Snaha o obnoveni povrchu elektrod leptanim 1 M NaOH nepfinesla Zadnou zménu.
Proveden byl i pokus o anodizaci povrchu elektrod v kyveté, ale proud béhem tvorby
vrstvy oxidu klesal velmi pomalu a nedosahl nizkych hodnot, jako je u Cistého hliniku
obvyklé. Problémy sanodizaci kyvet mohou byt zplisobeny piitomnosti necistot
v materialu elektrod, coZ bylo potvrzeno metodou XRF.

ProtoZe jsou elektroporatni kyvety pomérné drahé, reprodukovatelnost méreni je
v disledku koroze elektrod béhem pulzovani Spatna a jejich vzdalenost mezi elektrodami
limituje maximalni intenzitu elektrické pole, bylo nutné si vytvorit vlastni elektropora¢ni
elektrody. Na podlozni sklicka byly metodou PVD napareny jednotlivé kovy (tloustka
300 nm), ze sklicek byly dale vytrezany elektrody o rozmérech 13 x 38 mm. Elektrody byly
nasledné pouzivany pro pulzovani v elektroporacni cele A) (Obrazek 20). Vyhodou
naparenych elektrod je zejména Cistota daného kovu a jejich finan¢né nenaroc¢na vyroba.
Do elektroporacni cely s naparenymi hlinikovymi elektrodami bylo napipetovano 800 ul
DI vody a bylo aplikovano 1000 pulzii o intenzité 2,5 nebo 5 kV/cm, délce 25 ms
a frekvenci 10 Hz.
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Graf 8 - Zavislost koncentrace H202 na poctu provedenych pulzovdni v 0,4 cm elektroporacni cele s naparenymi hlinikovymi
elektrodami. Protokol: 1000x 1,25 nebo 2,5 kV/cm, 25 ms, 10 Hz, diH20, 800 pul. Uvedené vysledky odpovidaji jednomu
méreni se smérodatnou odchylkou ze stanoveni H20: (byly odebrdny 2 vzorky).

Béhem pulzovani dochazelo stejné jako u kyvet ke korozi:

43 =

Obrazek 27 - Koroze elektrody ze sklicka pokrytého 300 nm hliniku metodou PVD. A) Zkorodovand napai‘end hlinikova
elektroda po protokolu: 200x 5 kV/cm, 100 us, 1 Hz, diH20, 400 pl. B) Cdst elektrody, kterd nebyla v kontaktu s elektrolytem.
C) Zkorodovand cdst elektrody, kterd byla ve styku s elektrolytem.
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Problém napatenych elektrod je, Ze korozi dochéazi k rozpousténi tenké vrstvy, dlisledkem
je pak menSi povrch v kontaktu s elektrolytem a mensSi koncentrace H202. Prekvapivé
bylo, Ze pri intenzité elektrického pole 2,5 kV/cm byla koncentrace H202 vySsi, nez
u 5 kV/cm, coZ nesouhlasi s vysledky u elektroporacnich kyvet. Pric¢inou takového rozdilu
miZe byt jiZ zminénd intenzivnéjsi koroze pti vy$sim elektrickém poli nebo redukce
peroxidu vodiku zpét na vodu. Byla také provedena anodizace naparenych elektrod,
béhem ni vSak tenké vrstvy také korodovaly, a to jak béhem anodizace pri 110 V, tak pri

pulzovani. V nékolika pripadech dokonce doslo k prasknuti elektrod béhem pulzovani.
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Obrazek 28 - A) Prasklad elektroda z napatreného a anodizovaného titanu, B) a C) detail hrany elektrody na obrdzku A),
D) napatend a anodizovand titanova elektroda, E) naparend a anodizovand titanovd elektroda po protokolu: 200x
5kV/cm, 100 us, 1 Hz, diH20, 400 pl.

JelikoZ je priprava naparenych elektrod ¢asové naroc¢na, vyZzaduje pristup do Cistych
prostor a koroze tenkych vrstev béhem méreni ovliviiuje jejich vysledky, bylo potreba
najit novou alternativu. Finalni elektroporac¢ni systém tak vyuzival elektrod nastfihanych
z komer¢né dostupnych kovovych platd, jejichZ priprava je uvedena v metodické sekci
3.5 Priprava faradaickych a kapacitnich elektrod. Vyhodou téchto elektrod byla jejich
odolnost, cena, a jednoducha priprava.
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Jak jiz bylo zminéno, intenzivni protokoly pouZivané v téchto experimentech nejsou
standardné pouzivany pro elektroporaci bunék. Dalsim krokem tedy byly experimenty se
standardnimi protokoly, coZ se tyka i elektropora¢niho pufru. Komer¢né dostupné
elektroporacni pufry jsou velmi drahé a jejich presné sloZeni neni uvedeno. Nicméné se
vZdy jedna o pufr s nizkou mérnou vodivosti a osmotickym ¢inidlem. Diky spolupraci
s UFE, kde maji s elektroporaci vice zku$enosti, nAm byly poskytnuty sloZeni riiznych
elektroporacnich pufrii, které se v praxi pouZivaji. Jedna se o pufry A2202: 0,594
NaH2PO4; 1,403 NazHPO4 a LCB: 10 mM HEPES; 250 mM sacharéza; 1,5 mM MgCl;
0,6 mM CaClz. Detailni charakteristiky vSech pouzitych pufrt jsou uvedeny v priloze. Pufr
LCB byl na UFE p¥imo pouZivan pro elektroporaci kvasinek, zatimco pufr A2202 pro
experimenty bez bunék. Standardni elektroporaéni protokol, ktery je pouZivan na UFE,
spociva v aplikaci 200 pulzi o intenzité 5 kV /cm, délce 100 ps a frekvenci 1 Hz.

Riizné variace protokolu od UFE byly nejdfive otestovany na 0,4 cm elektroporaénich
kyvetach, kdy bylo aplikovano 200 pulzi o intenzité 0,25-2,5 kV/cm, délce 100-1000 ps
a frekvenci 1 Hz. Béhem elektroporace byl zaroven sniman proud a integraci jeho krivky
byl vypocitan celkovy naboj dodany jednim pulzem.
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Graf 9 - Zavislost koncentrace H:0: na intenzité elektrického pole, ndboji v jednom pulzu pri konstantni délce pulzu
1000 us (A), na délce pulzu a ndboji v jednom pulzu pri konstantni intenzité elektrického pole 2,5 kV/cm (B). Provedeno
v 0,4 cm komer¢né dostupné elektroporacni kyveté (Sigma Aldrich). Protokol: 200x 0,25-2,5 kV/cm, 100-1000 us, 1 Hz,
A2202, 800 ul. Uvedené vysledky odpovidaji jednomu méreni se smérodatnou odchylkou ze stanoveni H202 (byly odebrdny

2 vzorky).

Experiment byl proveden pokaZdé s novou kyvetou, aby bylo zabranéno chybé zptisobené
jeji korozi béhem pulzovani. Z vysledkli je evidentni, Ze koncentrace H:0: roste
s dodanym nabojem, a to jak s intenzitou elektrického pole, tak s délkou pulzu. Narist je
intenzivnéjsi s rostouci délkou pulzu, u rostouci intenzity elektrického pole je nartist
méné vyrazny, coZ miiZe byt zptisobeno i zpétnou redukci H202 na vodu.
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Jak jiz bylo zminéno, kyvety nejsou praktickym elektropora¢nim systémem pro ucely této
prace. VSechny nasledujici experimenty bez bunék jiz byly provedeny s elektrodami
vystriZzenymi z riznych komer¢éné dostupnych kovovych plati (méd, ocel 304 a 316L,
hlinik, anodizovany hlinik, titan, anodizovany titan) v 0,2 cm elektroporacni cele. Na
400 pl pufru A2202 bylo aplikovano 200 pulzii o intenzité 5 kV/cm, délce 100 ps
a frekvenci 1 Hz. BEhem pulzovani byl rovnéZ sniman proud a jeho integraci byl stanoven
celkovy naboj v jednom pulzu.
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Graf 10 - Zavislost ndboje v jednom pulzu a koncentrace H202 na materidlu elektrod v 0,2 cm elektroporacni cele.
Protokol: 200x 5 kV/cm, 100 us, 1 Hz, A2202, 400 ul. Uvedené vysledky jsou priimérem tii méreni se smérodatnou
odchylkou.

Z grafu lze vidét, Ze koncentrace H20:z roste s ndbojem v podstaté u vSech materialli azZ na
dvé vyjimky - anodizované elektrody z hliniku a titanu. U anodizovaného hliniku nebyla
nameérena koncentrace Hz02, u anodizovaného titanu vSak malé mnozstvi H202 vzniklo.
To miiZe byt zptisobeno hlavné rozdilem v dodaném naboji mezi titanovymi a hlinikovymi
elektrodami. Titan sam o sobé dosahuje vysokych hodnot naboje a diky vysoké
dielektrické konstanté TiO2 neni mezi klasickym a anodizovanymi titanem v naboji velky
rozdil. Pri takto vysokém naboji zkratka nemusi vrstva TiO2 k duplnému zamezeni
faradaickych reakci stacit. Zarovei mliZe dochazet k tvorbé defektii ve vrstvé oxidu, které
mohou dale ovlivnit tvorbu H202.
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Stejny experiment byl proveden i pro pufr LCB, ale misto médi, oceli 304 a 316L byla
zvolena elektroda, ktera byla vyrobena naparenim tenké vrstvy zlata na podloZni sklicko.
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Graf 11 - Zavislost ndboje v jednom pulzu a koncentrace H202 na materidlu elektrod v 0,2 cm elektroporacni cele
s elektrodami vystriZzenymi z kovovych plati. Protokol: 200x 5 kV/cm, 100 us, 1 Hz, LCB, 400 ul. Uvedené vysledky jsou
priimérem ti'i méreni se smérodatnou odchylkou.

Vysledky se znacné lii od hodnot namérenych v pufru A2202. Dodané naboje jsou o néco
vy$Si neZ v predchozim méreni. Zlato dosahuje zdaleka nejvy$Siho naboje, coZ se také
projevilo na koncentraci H202. Nicméné jsou namérené koncentrace nizs$i nez u A2202
i pres vy$si dodany naboj. Zajimavé je, Ze anodizované elektrody v LCB produkuji vétsi
mnoZstvi H202 neZ elektrody klasické, u kterych dokonce byla koncentrace nulova.
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Hypotézou bylo, Ze pravdépodobné dochazi k vymizeni H202 reakci s HEPES, ktery je
ovSem znam i produkci H202 na ambientnim svétle a cytotoxickymi ucinky. Proto byl
pripraven novy pufr S1: 0,594 mM NaHzPO04; 1,403 mM NazHPO4; 250 mM sachardza;
1,5 mM MgClz; 0,6 mM CaClz. Nasledné byl proveden test stability H202 v pufrech S1 a LCB,
kdy byl do 9 ml daného pufru napipetovan 1 ml 100uM roztoku H202 v DI vodé. Kazdych
5 minut po dobu 45 minut byla kontrolovana jeho koncentrace.
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Graf 12 - Test stability H202 v ¢asev pufrech S1 (A) a LCB (B). Uvedené vysledky odpovidaji jednomu méreni se smérodatnou
odchylkou ze stanoveni H20: (byly odebrdny 2 vzorky).

Jak v pufru LCB, tak v pufru S1 byl H202 nestabilni, jeho koncentrace v ¢ase klesala.
Experiment byl tedy pro oba pufry proveden je$té jednou, tentokrat v§ak bez pritomnosti
sacharozy. Bylo zjiSténo, Ze sacharéza je zodpovédna za vymizeni H202, to vSak stale
nevysvétluje vysledky z Graf 11. Je mozné, Ze HEPES ovliviiuje tvorbu H202 béhem
pulzovani, od jeho pouZziti bylo tedy upusténo.
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Pro elektroporaci kvasinek byl tedy misto pufru LCB zvolen pufr S1. Na 400 ul pufru S1
bylo v 0,2 cm elektroporacni cele aplikovano 200 pulzil o intenzité 5 kV/cm, délce 100 us
a frekvenci 1 Hz. Mimo jiné byly misto zlatych elektrod zvoleny titanové elektrody
s vrstvou polymeru PEDOT:PSS. Elektroda byla polymerem pokryta za ticelem navySeni
produkce H20x2.
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Graf 13 - Zavislost ndboje v jednom pulzu a koncentrace H202 na materidlu elektrod v 0,2 cm elektroporacni cele.
Protokol: 200x 5 kV/cm, 100 us, 1 Hz, S1, 400 ul. Uvedené vysledky jsou priimérem tii méreni se sméerodatnou odchylkou.

Z vysledki jde vidét, Ze doslo k navyseni nabojii i koncentraci H202, coZ je zplisobeno
zejména vyssi konduktivitou pufru oproti pfedchozim pufriim. U anodizovaného hliniku
se opét podarilo koncentraci H202 sniZit az k nule, anodizovany titan se vSak oproti
klasickému titanu liSil pouze minimalné. Titan svrstvou PEDOT:PSS vyprodukoval
zdaleka nejvyssi koncentraci H202.
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Ve spolupraci s UFE byly naplanovany prvni experimenty elektroporace kvasinek,
pricemZ bylo jednim z hlavnich cilii provérit metodu detekce elektroporace mérenim
luminiscence. Diky jejich predchozim zkuSenostem bylo nutné upravit sloZeni pufru S1
tak, aby neobsahoval ionty CI,, které v minulosti interferovaly s méfenim luminiscence.
Byl tedy pripraven novy pufr S2: 0,594 mM NaH2POs; 1,403 mM Na;HPO4; 250 mM
sacharéza. Protokol byl také pozménén co se tyce frekvence aplikovanych pulzd.
s kvasinkami bude pouZita frekvence 2 Hz. Na 400 pl pufru S2 bylo aplikovano 200 pulzi
o intenzité 5 kV/cm, délce 100 ps a frekvenci 2 Hz.
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Graf 14 - Zavislost ndboje v jednom pulzu a koncentrace H202 na materidlu elektrod v 0,2 cm elektroporacni cele.
Protokol: 200x 5 kV/cm, 100 us, 2 Hz, S2, 400 ul. Uvedené vysledky jsou priimérem tii méreni se smérodatnou odchylkou.

JelikoZ ma pufr S2 niZz$i konduktivitu neZ pufr S1, doslo k vyraznému sniZeni koncentraci
H202 a dodanych naboji. U anodizovaného hliniku se podarilo zamezit produkci H20z,
v pripadé klasického a anodizovaného titanu existuje opét urcity rozdil, doslo vSak pouze
klehkému sniZeni koncentrace H202. PEDOT:PSS na titanu produkuje opét zdaleka
nejvice H202.
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Pro titan s vrstvou PEDOT:PSS byl rovnéZ proveden experiment pro odhaleni hlavniho
mechanismu tvorby H202, jimZ miiZe byt jak elektrolyza vody, tak redukce kysliku.
Podminky experimentli byly nastaveny tak, aby byla provedena elektroporace v pufru S2
bez kysliku, se standardnim obsahem kysliku (21 %) a s uplnym nasycenim kyslikem. Pro
experiment bez kysliku byl zapocat probublavanim pufru S2 dusikem po dobu 20 minut.
Nasledné byl odkysliceny pufr napipetovan do elektropora¢ni cely a umistén do
exsikatoru s pretlakem dusiku. V exsikatoru byla cela umisténa po dobu 5 minut, poté byl
v exsikatoru spustén protokol pulzovani a po jeho dokonceni byla namérena koncentrace
H202. Pro experiment se standardnim obsahem byl pufr S2 probublavan vzduchem po
dobu 5 minut a nasledné bylo provedeno pulzovani. Pro experiment s Uplnym nasycenim
kyslikem byl pufr S2 probublavan kyslikem po dobu 20 minut, nasledné bylo provedeno
pulzovani (bez exsikatoru).
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Graf 15 - Produkce H202 béhem pulzovdni pro titanové elektrody pokryté vrstvou PEDOT:PSS za riiznych podminekv 0,2 cm
elektroporaéni cele. Ucelem bylo odhaleni mechanismu tvorby Hz0z. Protokol: 200x 5 kV/cm, 100 us, 2 Hz, 52, 400 ul. Méfeni
bylo provedeno jednou.

Z vysledki jde jasné vidét, Ze hlavnim mechanismem tvorby H202 jsou ORR. S nejvyssi
pravdépodobnosti vSak bude dochazet k tvorbé H20:2 také elektrolyzou vody, coz indikuji
vysledky s pufrem bez kysliku. V pufru nasyceném kyslikem byl dle o¢ekavani pozorovan
vyrazny nartst H20z.
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Pro elektroporaci kvasinek byl tedy zvolen pufr S2 a byly provedeny prvotni experimenty
s jejich elektroporaci, pricemZ bylo aplikovano 8 pulzii o intenzité 3-9 kV/cm, délce
100 ps, frekvenci 2 Hz vO0,1 cm priithledné elektropora¢ni cele (Obrazek 21).
Permeabilizace byla detekovana mérenim impedance pred a po elektroporaci, sou¢asné
byla provedena detekce mérenim luminiscence béhem pulzovani, ktera ale neni soucasti
této prace, je viak soutasti spole¢ného projektu s UFE.
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Graf 16 - Rozdil konduktivity suspenze kvasinek pred a po elektroporaci pro riizné intenzity elektrického pole a materialy
elektrod. Protokol: 8x 3-9 kV/cm, 100 us, 2 Hz, suspenze kvasinek v pufru S2, 400 ul. Méreni bylo provedeno jednou.

Z grafu lze vidét, Ze sintenzitou elektrického pole roste i rozdil konduktivity
elektroporacniho pufru pred a po elektroporaci, coZ je zplisobeno zvySenou vyménou
latek mezi butikami a vnéjSim prostiedi. Nejmensi permeabilizace dle téchto vysledkl
dosahuje anodizovany hlinik, nasleduje klasicky hlinik a PEDOT:PSS na titanu. Rozdil mezi
anodizovanym titanem a titanem je nepriikazny, divodem je chybné méreni impedance
u anodizovaného titanu. V priibéhu méfeni byl anodizovany titan nékolikrat
nakontaktovan chybné, tedy na vrstvé oxidu, coZ zptlisobilo chyby ve vysledcich. Mezi
hlinikem a anodizovanym hlinikem je urcity rozdil, ktery vyhovuje hypotéze, Ze ROS maji
vliv na ucinnost elektroporace. Takovy zavér je vSak v rozporu s vysledky pro titan
svrstvou PEDOT:PSS, kde byla koncentrace H202 v predchozich mérenich zdaleka
nejvyssi. [ presto je rozdil konduktivity pred a po elektroporaci mensi nez u klasického
titanu. Elektroporac¢ni prah byl pro hlinik pti 5 kV/cm a pro titan jiZ pti 4 kV/cm, coZ miiZe
byt zplisobeno rozdily v dodaném néboji.
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Pro titan a anodizovany titan byla souasné provedena detekce permeabilizace
propidium jodidem. Byla méfena ,hromadna“ fluorescence vzorkl spektrofotometricky
a zaroven bylo provedeno zobrazovani fluorescen¢nim mikroskopem, kdy bylo vyjadieno
procento permeabilizovanych bunék. Tyto experimenty byly provedeny pro kontrolu
(neelektroporované buriky), tzv. ,sham* (neelektroporované buriky, které byly v kontaktu
s elektrodami v elektroporacni cele), 5a 9 kV/cm.
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Graf 17 - Detekce permeabilizace méirenim fluorescence pro elektrody z titanu a anodizovaného titanu: (A) celkova
intenzita fluorescence, (B) procento permeabilizovanych bunék spocitany pod fluorescenénim mikroskopem.
Protokol: 8x 5 nebo 9 kV/cm, 100 us, 2 Hz, suspenze kvasinek v pufru S2, 400 ul. Méreni bylo provedeno jednou.

Vysledky jsou zatiZeny urcitou chybou, kterd byla zplisobena Casovou narocnosti
experimentu. Casovy interval mezi experimenty s titanem a anodizovanym titanem byl
zhruba 2 hodiny, béhem této doby ¢ast kvasinek ztratila svoji viabilitu. Zaroveii se jednalo
o méreni, kdy doslo k chybnému nakontaktovani anodizovaného titanu, coZ zpiisobilo
odchylky ve vysledném rozdilu konduktivit suspenze bunék pred a po elektroporaci.
Diky experimentiim provedenych na UFE bylo ziskidno potfebné ,know-how“ pro
kultivaci kvasinek a jejich naslednou elektroporaci. Zaroven bylo vyuZito technickych
moZnosti UFE, kdy bylo moZné dosahnout vys$ich intenzit elektrického pole. P¥i té&chto
experimentech bylo provedeno mnoZstvi chyb, které slouzily jako ponauceni do
nasledujicich ,,ostrych” experimentti na CEITEC.
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7 vysledkii na UFE byl ziskan elektroporaéni prah riiznych elektrodovych materialii pro
Saccharomyces cerevisiae, ktery odpovidd zhruba 5 kV/cm, tato intenzita tedy byla
zvolena pro experimenty na CEITEC. Na suspenzi kvasinek v pufru S2 bylo aplikovano
8 pulzii o intenzité 5 kV/cm, délce 100 ps, frekvenci 2 Hz v 0,1 cm prihledné
elektroporacni cele (Obrazek 21). Permeabilizace byla detekovana mérenim impedance
pred a po elektroporaci spole¢né s mérenim fluorescence PI dopraveného do buriky.
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Graf 18 - (A) Zavislost rozdilu konduktivity suspenze kvasinek pred a po elektroporaci a intenzity fluorescence PI na
materidlu elektrod, (B) zdvislost ndboje dodaného béhem elektroporace a intenzity fluorescence PI na materidlu elektrod,
(C) zavislost naboje dodaného béhem elektroporace a rozdilu konduktivity suspenze kvasinek pred a po elektroporaci na
materidlu elektrod. Protokol: 8x 5 kV/cm, 100 us, 2 Hz, suspenze kvasinek v pufru S2, 400 ul. Uvedené vysledky jsou
priimérem ti'i méreni se smérodatnou odchylkou.

Z vysledki jsou patrné urcité rozdily mezi elektrodovymi materialy, které ale nekoreluji
s produkci ROS. Elektroporace pro titanové elektrody byla v podstaté srovnatelna v ramci
smérodatné odchylky. U anodizovaného hliniku je rozdil zptisoben hlavné celkovym
dodanym nabojem. Co je vSak zajimavé, je rozdil mezi detekci mérenim impedance
a fluorescence pro anodizovany hlinik. Ackoliv byl rozdil konduktivity pred a po
elektroporaci v podstaté zanedbatelny, stale doSlo k vyraznému nariistu fluorescence P]I,
ktery souvisi s dopravenim této molekuly do intracelularniho prostiedi kvasinek. Ztrata
intracelularnich molekul béhem elektroporace je divodem, pro¢ je moZné detekovat
elektroporaci méreni impedance, rovnéz v§ak souvisi se ztratou viability bunék [62].

Anodizaci hliniku tak bylo umoZnéno zachovat dostate¢nou permeabilizaci k dopraveni
znacného mnoZstvi PI do bunék za souc¢asné minimalni ztraty latek nezbytnych k udrzeni
viability. Elektrody z anodizovaného hliniku jsou zaroven materialem, u kterého bylo
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opakované zamezeno produkci H202, obecné ROS, které souvisi s oxidativnim stresem
aztratou viability. Kombinace minimalni ztraty intracelularnich molekul spole¢né
se zamezenim produkce ROS béhem elektroporace, by mohla vyrazné navysit u€innost
reverzibilni elektroporace (GET, ...). Elektrody ztitanu s vrstvou PEDOT:PSS byly
stabilnim producentem vysokého mnozstvi H202 (ROS). Jak jiZ bylo zminéno, membrany
nadorovych bunék jsou vice nachylné k peroxidaci lipidd, ktera je diisledkem ptisoben{
ROS a pric¢inou ztraty viability. Titan s vrstvou PEDOT:PSS se tak stava perspektivnim
materidlem pro ablaci nadort ireverzibilni elektroporaci metodami N-TIRE nebo H-FIRE.
Ackoliv neni plisobeni ROS hlavnim mechanismem elektroporace, stale mohou byt
zodpovédné za pretrvani permeabilizace po skonceni elektroporace a ovliviiovat tak
kinetiku uzavirani pért. Pravdépodobné budou mit urcity vliv také na viabilitu bunék,
jejiZ ztrata predstavuje jeden z hlavnich problémi reverzibilni elektroporace. Z ucinku
ROS na viabilitu bunék vsak miZe téZit ireverzibilni elektroporace. Fabrikaci elektrod
srliznou produkci ROS je tedy moZné napomoci dosaZeni poZadovaného vysledku
elektroporace.

4 Zavér

Byla mérena koncentrace H20: (jakoZto zastupce ROS) po elektroporaci za pouziti
standardnich elektroporacnich pufrfi, protokoli a riiznych elektrodovych materiald.
PricemZ byly pouZity elektrody s rtiznou produkci H202. Té bylo dosaZeno upravou
povrchu elektrod - anodizaci pro jeji snizeni a nanesenim vrstvy PEDOT:PSS pro jeji
navys$eni. Na zakladé téchto vysledki byl ve spolupraci s UFE optimalizovan protokol pro
in vitro elektroporaci kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Byla provedena série
elektroporaci kvasinek za pouZiti jiZ zminénych materialti a standardnich protokold.
Porovnanim produkce H20: a tcinnosti elektroporace kvasinek pro rtizné elektrodové
materialy bylo zji$téno, Ze hlavnhim mechanismem elektroporace je ptisobeni elektrického
pole, presnéji ndboj dodany béhem elektroporace. Faradaické procesy a ptisobeni ROS tak
nejsou stéZejni pro ucinnou permeabilizaci buné¢né membrany béhem pulzovani.
Ackoliv neni plisobeni ROS hlavnim mechanismem elektroporace, stadle mtiZze byt
zodpovédné za pretrvani permeabilizace po skoncleni elektroporace a ovliviiovat tak
kinetiku uzavirani p6ri. Mozny je i vliv na viabilitu bunék, jejiZ ztrata predstavuje jeden
z hlavnich problémi reverzibilni elektroporace. Z i¢inku ROS na viabilitu bunék vSak
miZe téZit ireverzibilni elektroporace. Vybér vhodného elektrodového materiadlu pro
poZadovany vysledek elektroporace by tak mohl byt jednim z diileZitych parametri
ovliviiujicich elektroporaci.
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6 Seznam pouZitych zkratek

Zkratka Definice

AC Stridavy

AnAl anodizovany hlinik

AnTi anodizovany titan

AP akeni potencial

ATP adenosintrifosfat

AV CR Akademie véd Ceské republiky

CEITEC Stredoevropsky technologicky institut

CRISPR segmenty nahromadénych pravidelné rozmisténych
kratkych palindromickych repetic

DBSA dodecylbenzensulfonova kyselina

DC Stejnosmérny

DI voda/diH20 deionizovana voda

DNA deoxyribonukleova kyselina

DMSO dimethylsulfoxid

ECT elektrochemoterapie

EDLC jednoduchy elektricky kondenzator s nabojovou dvojvrstvou

EIS elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie

EP elektroporace

FITC fluorescein isothiokyanat

GET genovy elektrotransfer

GOPS (3-glycidyloxypropyl)-trimethoxysiloxan

H-FIRE vysokofrekvencni ireverzibilni elektroporace

HGT horizontalni genovy transfer

HRP kienova peroxidaza
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[HP
IMP
IRE

MD
NHE
N-TIRE
0D600
ORR
PBS
PDMS
PEF
PEDOT:PSS
PEDOT:PSS/Ti
PI
PMMA
RE
RNA
RONS
ROS

RP
SEM
TMV
TMB
TRITC

XRF

vnitfni Helmholtzova rovina
indukovany membranovy potencial
ireverzibilni elektroporace
molekularné-dynamické

normalni vodikova elektroda
netermalni ireverzibilni elektroporace
opticka hustota pfi vinové délce 600 nm
redukeni reakce kysliku

fosfatovy pufr

polydimethylsiloxan

pulzni elektrické pole

poly(3,4-ethylenedioxythiofen):polystyrensulfonat

titan s vrstvou PEDOT:PSS
propidium jodid
polymethamethakrylat
reverzibilni elektroporace
ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku a dusiku
reaktivni formy kysliku

klidovy membranovy potencial
skenovaci elektronova mikroskopie
transmembranové napéti
3,3,5,5'-tetramethylbenzidin
tetramethylrhodamin

rentgenova fluorescen¢ni spektroskopie
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7 Prilohy

Tabulka 1 - Vysledky prvkové analyzy XRF pouZitych elektrodovych materidli

Prvek Koncentrace (%) Nejistota
Méd’ (Cu-ETP-2,0065)

Cu 99,972 0,001
P 0,028 0,001
Ocel 304 (Aisi-304(V2A)/1,4301)

Fe 71,886 0,064
Cr 17,845 0,042
Ni 8,176 0,041
Mn 1,044 0,025
Si 0,341 0,008
Cu 0,310 0,011
Co 0,183 0,039
Mo 0,118 0,002
\' 0,050 0,006
Pb 0,025 0,002
Ti 0,020 0,007
Nb 0,003 0,001
Ocel 316L (Aisi-316L(V4A)/1,4404)

Fe 66,502 0,071
Cr 16,271 0,044
Ni 10,028 0,045
Ti 2,628 0,030
Mo 2,144 0,007
Mn 1,012 0,026
Co 0,600 0,040
Si 0,452 0,010
Cu 0,191 0,011
Al 0,149 0,028
Pb 0,018 0,002
Nb 0,004 0,001
Hlinik (AIMg3/3,3535)

Al 99,284 0,011
Fe 0,502 0,009
Si 0,138 0,005
Cr 0,044 0,004
Zn 0,013 0,001
Co 0,010 0,002
Ni 0,008 0,001
Titan (Grade 1)

Ti 99,765 0,042
\' 0,163 0,042
Fe 0,037 0,005
Sn 0,020 0,002
Ni 0,016 0,002
Kyveta (Sigma Aldrich, 0,4 cm)

Al 98,559 0,036
Mg 0,404 0,035
Si 0,785 0,008
Fe 0,210 0,005
Mn 0,034 0,003
Ni 0,006 0,001

Zn 0,002 0,000



Tabulka 2 - Charakteristiky jednotlivych elektroporacnich pufri.

Pufr SloZeni pH i(:sn/(il:nl;tivita
A2202 0,594 mM Na;HPOy4; 1,403 mM Na;HPO4 7,4 330
LCB 10 mM HEPES; 250 mM sacharé6za; 0,6 mM CaCly; 1,5 mM MgCl, 7,18 201
1 0,594 mM NaHPO4 1,403 mM Na;HPO4 250 mM sachardza; 6.5 651
0,6 mM CaCl; 1,5 mM MgCl, !
S2 0,594 mM NaHPO4; 1,403 mM Na;HPO4; 250 mM sachardza; 7,4 238

Obrazek 29 -
1 Hz v pufru S2, 400 ul (vpravo). Shora: a) hlinik, b) anodizovany hlinik, c) titan, d) anodizovany titan, e) PEDOT:PSS na
titanu.
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Kontrola Sham 5 kV/cm 9 kV/cm

Obrazek 30 - Elektroporované kvasinky zobrazené fluorescencnim mikroskopem pro elektrody z titanu; oranZoveé svitici
jsou permeabilizované buriky, u kterych PI pri kontaktu s DNA zvysi svoji fluorescenci 20-30x. Sloupce zleva: pozitivhi
kontrola (neelektroporované buriky s PI), sham kontrola (neelektroporované buriky s Pl které byly odebrdny
z elektroporacni cely s elektrodami), 5 kV/cm, 9 kV/cm, prekryv Rl mapy s excitaénimi filtry: 40 % TRITC a 40 % FITC.
Vybrano 5 fotek z 10 porizenych.
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Kontrola Sham 5 kV/cm 9 kV/cm

- » 2 s* 2 o
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Obrazek 31 - Elektroporované kvasinky zobrazené fluorescenénim mikroskopem pro elektrody z anodizovaného
titanu; oranZové svitici jsou permeabilizované buriky, u kterych PI pri kontaktu s DNA zvysi svoji fluorescenci 20-30x.
Sloupce zleva: pozitivni kontrola (neelektroporované buriky s PI), sham kontrola (neelektroporované buriky s PI, které byly
odebrdny z elektroporacni cely s elektrodami), 5 kV/cm, 9 kV/cm, prekryv RI mapy s excitacnimi filtry: 40 % TRITC a 40 %
FITC. Vybrdno 5 fotek z 10 porizenych.
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