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1 UVOD

1.1 Napetostni preklopnik pri elektrogenski transfekciji

Elektrogenska transfekcija je metoda, pri kateri s pomocjo elektriénih pulzov
vnaSamo genski material v celice. Delovanje elektrogenske transfekcije temelji na
elektroporaciji (slika 1.1). Metoda se je izkazala za uspeSno pri vnosu genov v celice v
in vitro ter in vivo pogojih [Mir, 2000, Miklav¢i¢ et Kotnik, 2004]. Eden izmed prvih
raziskovalcev, ki je opisal pojav elektrogenske transfekcije, je bil Eberhard Neumann s
sodelavci [Neumann et al.,, 1982]. Predpostavil je, da genski material (DNK) ob
elektri¢cnem polju zdrsne skozi mikroskopske pore v notranjost celice. Tudi kasnejSe
raziskave opisujejo podobna predvidevanja, le da so bolj natan¢na pri opisu nastajanja
por in mehanizmu prehajanja DNK skozi celiéno membrano [Klenchin et al., 1991;
Sukharev et al., 1992; Hristova et al., 1997].

e Pora

Molekule snovi Celica z vneSeno snovjo

Celi¢na membrana

Slika 1.1 Prikaz reverzibilne elektroporacije. S pomocjo elektricnih pulzov ustvarimo med
elektrodama elektricno polje. Posledica je poveCana prepustnost celicne membrane, skozi
katero lahko prehajajo nekatere molekule (npr. DNA in proteini). Povzeto po [Puc, 1998].

Glavna vloga napetostnega preklopnika je upravljanje z napetostnimi pulzi, s
pomocjo katerih ustvarimo med elektrodama elektri¢no polje. Raziskave so pokazale,
da je za pospesen vnos DNK skozi membrano celice pomembno, da elektroporacijskem
pulzu (visoka amplituda, kratko trajanje), ki permeabilizira celiéno membrano, sledi
elektroforetski pulz (nizka amplituda, daljSe trajanje), ki elektri¢no negativne molekule
DNK elektroforeti¢no potisne v notranjost celice [Klenchin ef al., 1991; Xie in Tsong,
1992; Mir et al, 1999; Bureau ef al., 2000; Satkauskas et al., 2002; Satkauskas et al.,
2005]. Ucinkovitost elektrogenske transfekcije je torej izmed mnogih parametrov
predvsem odvisna od dolzine in amplitude napetostnih pulzov. Uspesnost zagotavljanja
teh parametrov je odvisna od karakteristik napetostnega preklopnika. Napetostni
preklopnik, ki smo ga uporabljali do sedaj, izhaja iz elektroporatorja GMS 7.1
[Rebersek, 2001]. Glavna pomanjkljivost starega napetostnega preklopnika je v tem, da
za preklapljanje med napetostnimi pulzi uporablja releje. Zaradi prisotnosti velikih
tokov do vrednosti 5 A in napetosti do 1000 V, je razdalja med kontaktoma in teze
kotve v releju velika, zato je tudi preklopni ¢as razmeroma dolg. Pri elektrogenski
transfekciji upravljamo s tokovi do vrednosti 2 A in napetostmi do 200 V, zato novi
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napetostni preklopnik ne temelji ve¢ na relejih, ampak na moc¢nostnih krmilnikih, ki
imajo preklopni ¢as obcutno krajsi.

1.1.1 Vlega amplitude napetostnih pulzov

Konéna vrednost amplitude napetostnega pulza je pogojena z napetostnim
preklopnikom, ki predstavlja zadnjo postajo potovanja pulza med elektrodami na
celicah in generatorjem pulzov ter ojacevalnikom (slika 1.2). Precizne zmozZnosti
generatorja pulzov in ojacevalnika so brez pomena, ¢e napetostni preklopnik vsebuje
elektronske elemente, ki poleg svoje funkcionalnosti vnasajo tudi slabljenje amplitude
napetostnega pulza. Ze na zacetku naértovanja je bil zato potreben temeljit razmislek,
katere elektronske elemente bomo uporabili za izdelavo napetostnega preklopnika.

GENERATOR : UL NAPETOSTNI| ""v™"
—OJACEVALNIK >
IMPULZOV PREKLOPNIK

L

ELEKTRODE

Slika 1.2 Napetostni preklopnik kot zadnji ¢len pri dovajanju napetostnih pulzov elektrodam.

Ker je =za wuspeSno elektrogensko transfekcijo pomembna kombinacija
elektroporacijskih in elektroforetskih pulzov, mora napetostni preklopnik upravljati z
visokonapetostnimi oziroma elektroporacijskimi pulzi, ki segajo z amplitudo do
vrednosti 200 V in nizkonapetostnimi oziroma elektroforetskimi z amplitudami do 20
amplitude delovati normalno. Tudi elektri¢ne linije, ki povezujejo elektronske elemente
napetostnega preklopnika, so ob visoki napetosti izpostavljene visokim elektri¢énim
tokom. Napetostni preklopnik mora biti zato nacrtovan tako, da lahko po elektri¢nih
linijah teCe elektri¢ni tok z najvisjo vrednostjo do 2 A.

1.1.2 Vlega dolzine in frekvence napetostnih pulzov

Dolzina napetostnih pulzov je pri elektrogenski transfekciji poleg amplitude
klju¢nega pomena. Raziskave so pokazale, da je za uspeSen vnos genov v celice
pomembno uporabljati kratke visokonapetostne in dolge nizkonapetostne elektricne
pulze [Pavselj in Préat, 2005]. Naloga napetostnega preklopnika je, da napetostni pulz
dolocene dolzine prenese iz vhoda na izhod. Pri tem mora pulz ostati enake dolzine,
napetostni preklopnik ga ne sme odrezati oziroma skrajSati. Podobno je tudi s
frekvenco napetostnih pulzov, kjer se mora premor med posameznimi pulzi ohraniti.
Vernost dolzine pulza in frekvence je odvisna od parametrov vhodnega napetostnega
pulza in hitrosti preklapljanja napetostnega preklopnika. Zelja po &im vedji frekvenci
preklapljanja napetostnih pulzov izhaja iz predpostavke, da med terapijo bolnik lazje
prenasa hiter vlak visokonapetostnih pulzov kot pa posamezne pulze [Pucihar et al,
2002; Miklav¢ic et al., 2005].

Dolzina nizkonapetostni pulzov sega od 10 ms do 500 ms, visokonapetostnih pa
od 20 ps do 20 ms. Kljub temu, da so visokonapetostni pulzi krajsi, predstavljajo za
napetostni preklopnik zaradi visjih napetosti enak problem pri prenosu iz vhoda na
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izhod kot nizkonapetostni. Frekvenca visokonapetostnih in nizkonapetostnih pulzov se
giblje med 1 Hz in 5 kHz.

1.1.3 Vloga menjave polaritete napetostnih pulzov

Z napetostnim preklopnikom lahko spremenimo tudi polariteto napetostnega
pulza (slika 1.3). To povzroci, da se med elektrodami spremeni smer elektricnega polja.

ﬂﬂﬂ_ﬂ_NAPETOSTNl izhod

'PREKLOPNIK

Slika 1.3 Simbolic¢en prikaz zamenjave polaritete vhodnega signala

Za uspesnejso elektrogensko transfekcijo je boljSe izmenicno elektricno polje, ker
pri tem polju dobimo veéji delez transfeciranih celic [Reberek, 2004]. Se boljse
rezultate elektrogenske transfekcije dobimo, ¢e spreminjamo med smermi elektricnega
polja (enosmerno, krizno, izmeni¢no in krizno-izmeni¢no) med potekom elektrogenske
transfekcije [Faurie, 2004]. Pri tem so avtorji dolocili enosmerno elektricno polje kot
tisto polje, katerega smer se ne spreminja (npr. |). Krizno elektri¢no polje je tisto polje,
pri katerem se smer elektri¢nega polja spremeni za £90° (npr. iz | na —). Izmeni¢no
elektri¢no polje spreminja smer za 180° (npr. iz | na 7). Krizno-izmenic¢no elektricno
polje pa je kombinacija kriznega in izmeni¢nega polja (npr. |—1«). Da bi dosegli
opisane spremembe smeri elektricnega polja so avtorji v omenjeni raziskavi ro¢no
obracali elektrode. Napetostni preklopnik, ki sem ga izdelal v okviru te naloge ima
deset izhodov. Ker lahko vklop posameznih elektrod vnaprej dolo¢imo s programskim
orodjem, se smer elektricnega polja med elektrogensko transfekcijo samodejno
spreminja, tako da elektrod med elektrogensko transfekcijo ni treba obracati.

1.2 Uporaba elektrogenske transfekcije na kozi

Koza je zaradi svoje dostopnosti in velikosti zanimiv ciljni organ za gensko
terapijo. Genska terapija je metoda pri kateri vnasamo genski material v bioloske celice
za nadomestilo, spremembo ali utiSanje izrazanja genov [Vodovnik et al, 1998;
Rubanyi, 2001]. Zaradi napredka na podro¢ju razkrivanja zapletenega CloveSkega
genoma je genska terapija delezna velike pozornosti. Metode s katerimi vnaSamo
genski material v celice v grobem razdelimo na virusne in nevirusne. Virusne metode
uporabljajo virusne verige nukleinskih kislin oziroma virusne vektorje z odstranjenimi
geni, ki povzro€ajo virusne bolezni. Takim virusnim vektorjem nato dodamo gene, ki
jih Zelimo vnesti v postopku genskega zdravljenja. Virusni vektorji so se kljub
zaCetnemu optimizmu izkazali za problemati¢ne, zato danes potekajo Stevilne raziskave
za izboljSanje transfekcije nevirusnih metod [Ferber, 2001; Jelen, 2003]. Nevirusne
metode uporabljajo plazmide za prenos genskega materiala v celice. Plazmidi so krozni
kosi deoksi-ribonukleinske kisline (DNK), ki so sestavljeni v laboratoriju. Ena izmed
perspektivnih nevirusnih metod je elektrogenska transfekcija.
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V okviru evropskega projekta Angioskin zelimo dokazati, da lahko zdravimo
nekatere podedovane in pridobljene kozne bolezni s pomocjo transfekcije DNK v
elektroporirane celice koze ob predhodnem vbrizganju DNK v kozo. Napetostni
preklopnik pri tem igra eno od klju¢nih vlog, ker s krmiljenjem mikroelektrod dovaja
elektri¢éne pulze, ki zagotavljajo poracijo celic v kozi in s tem transfekcijo. Elektri¢ni
pulzi dovolj visoke amplitudne povzrocijo strukturne spremembe koZe in s tem padec
elektri¢ne upornosti [Gallo et al., 1997; Jadoul et al., 1999]. Ce visokonapetostnemu
elektroporacijskemu pulzu sledi Se dolg nizkonapetostni elektroforeti¢ni pulz,
dosezemo bistveno povecano izrazanje genov v kozi [Pavselj, 2006]. Ker se specificna
upornost koze vrne na prvotno vrednost v nekaj sekundah, metoda na kozi ne pusca
posledic [Vanbever, 1999].

Uspesnost elektrogenske transfekcije je tudi odvisna od postavitve mikroelektrod
na kozo. Na vsak izhod napetostnega preklopnika lahko priklju¢imo verigo desetih med
seboj povezanih mikroelektrod. Ker ima napetostni preklopnik deset izhodov, dobimo
mrezo 10x10 mikroelektrod. Primerna postavitev polja mikroelektrod je prikazana na
sliki 1.4, kjer ¢rne in bele to¢ke pomenijo mikroelektrode razli¢nih polaritet. V tem
primeru lahko ob primernem krmiljenju mikroelektrod dobimo vse mozne smeri
elektri¢nega polja (slika 1.5). Ker lahko vklop posamezne verige mikroelektrod vnaprej
dolo¢imo, se smer elektricnega polja med elektrogensko transfekcijo samodejno
spreminja.

NAPETOSTNI - 0000000000
PREKLOPNIK —O 000000000

0000000000

Slika 1.4 Primerna postavitev polja mikroelektrod prikljucenih na izhode napetostnega preklopnika.
Crne in bele tocke predstavljajo mikroelektrode razliénih polaritet
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Slika 1.5 Mozne smeri elektri¢nega polja ob primerni postavitvi polja elektrod (povzeto po
[Rebersek, 2004]
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1.3 IzhodiS¢a in namen naloge

Napetostni preklopnik predstavlja pomembno komponento pri zagotavljanju
uspesne elektroporacije in elektrogenske transfekcije. S svojimi elektricnimi lastnosti
zagotavlja pravilno krmiljenje napetostnih pulzov, ki predstavljajo glavni dejavnik tako
elektroporacije kot elektrogenske transfekcije. V preteklosti smo uporabljali napetostni
preklopnik, ki je temeljil na relejih. Dobra lastnost relejev je, da lahko z njimi
preklapljamo med signali z napetostmi do 1000 V, kar je petkrat vecja vrednost od
najvisje amplitude signalov, ki jih bomo uporabljali pri elektrogenski transfekciji.
Releji zagotavljajo tudi mehansko galvansko locitev, vendar zaradi tega pocasneje
preklapljajo. Pomanjkljivost starega napetostnega preklopnika je tudi na sedem
omejeno Stevilo izhodov.

Nov napetostni preklopnik (slika 1.6) sem nacrtoval tako, da ima deset izhodov in
uporablja za preklapljanje hitrejSe mocnostne krmilnike, ki sem jih predhodno
preizkusil.

Glavne tocke, ki so me usmerjale pri nacrtovanju napetostnega preklopnika so

bile naslednje:

e upravljanje z visokonapetostnimi pulzi do amplitude 200 V razlicnih

dolzin (od 20 ps do 20 ms);

e upravljanje z nizkonapetostnimi pulzi do amplitude 20 V razlicnih
dolzin (od 10 ms do 500 ms);
delovanje ob najvecjem toku 2 A;
frekvenca napetostnih pulzov se giblje med 1 Hz in 5 kHz;
moznost menjave polaritet na vseh desetih izhodih;
vklapljanje in izklapljanje posameznih izhodov.

KRMILNI SIGNALI

/ N

DIN 64_AC MSTBA 13 x 2

PRVO VODILO | | DRUGO VODILO

IZBIRNO LOGICNO VEZJE

GALVANSKA LOCITEV

T »
wwoow sionst — MOCNOSTNI KRMILNIKI ELEKTROD

OPTICNI SPOJNIKI

10 IZHODOV ZA ELEKTRODE

{ID
IZHODNI SIGNALI 4|-|—|—|—|_|~

Slika 1.6 Blokovna shema napetostnega preklopnika
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Uposteval sem tudi potrebni varnostni vidik napetostnega preklopnika, zato sem
med seboj galvansko locili digitalne signale, ki se uporabljajo za krmiljenje
elektronskih komponent napetostnega preklopnika in izhodne signale, ki dosegajo
mnogo vecje vrednosti toka in napetosti. Zaradi moznosti nadaljnjega razvoja, sem
predvidel, da bi lahko napetostni preklopnik krmilili preko dveh razli¢nih vodil.

Ko je bil napetostni preklopnik narejen, je sledil preizkus delovanja v uporabnem
frekvencnem obmocju. Nato sem dodal Se ostale elektronske komponente, ki so
potrebne za dosego visokonapetostnih pulzov in dobili sistem Angioskin. Sledile so
meritve v visoko in nizkonapetostnem obmocju in preizkus vklapljanja in izklapljanja
posameznih izhodov napetostnega preklopnika. V okviru celotnega projekta Angioskin
sem izdelal deset napetostnih preklopnikov, ki se bodo v prvi fazi uporabljali v
prototipnih sistemih Angioskin, v prihodnje pa so predvideni za uporabo v klini¢nih
napravah.

Napetostni preklopnik je bil nacrtovan in izdelan v Laboratoriju za biokibernetiko
na Fakulteti za elektrotehniko Univerze v Ljubljani, kjer so potekale tudi meritve.
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2 MATERIALI IN METODE

Na zacetku nacrtovanja sem najprej preizkusil moc¢nostni krmilnik, ki opravlja
klju¢ne funkcije napetostnega preklopnika. Predvsem me je zanimalo, ali krmilnik
verno posreduje vhodni signal na izhod v celotnem frekvenénem obmo&ju. Sele po
potrditvi sem lahko zafel nacrtovati vezje napetostnega preklopnika. Ko sem
napetostni preklopnik izdelal, sem ponovil meritev krmilnika in s tem potrdil rezultate
uvodnega preizkusa. Napetostnemu preklopniku sem nato dodal Se ostale elektronske
komponente, ki so potrebne za izvedbo meritev in dobil sistem Angioskin, ki Ze
predstavlja prototip naprave za izvedbo elektrogenske transfekcije koze. Sledile so
meritve sistema Angioskin v visoko in nizkonapetostnem obmocju. Preizkusil sem tudi,
kako sistem upravlja z vlakom razlicnih napetostnih pulzov, ki se uporabljajo v
elektrogenski transfekciji. Na koncu sem preizkusil Se preklapljanje napetostnih
preklopnikov med posameznimi izhodi.

2.1 Mocnostni krmilnik IR2104

Predmet meritev v uvodnih poizkusih je bil mocnostni krmilnik IR2104, ki
predstavlja glavno jedro napetostnega preklopnika. Njegova naloga je, da sprejme
krmilne signale in nato ustrezno nastavi polariteto izhodnega signala. Med poizkusi nas
je predvsem zanimalo, kaj se dogaja med preklopi tranzistorjev, odzivnost
tranzistorjev, ojacenje oziroma slabljenje izhodnega signala in koliko toka je potrebno
za nemoteno delovanje krmilnikov. Krmilnik in tranzistorja sem povezal v polmosti¢no
vezavo po sliki 2.1. Izhoda krmilnika (signala HO in LO) sta bila priklju¢ena preko
uporov vrednosti 100 Q na tranzistor IRF644N. Za napajanje krmilnika (signal Vcc)
sem uporabil napetostni generator (Labor-Netzgerat 310). V mojem primeru je
napajalna napetost znaSala 12 V. Krmilnik sem upravljal s funkcijskim generatorjem
(Hameg Instruments 8030), s katerim sem generiral pravokotni krmilni signal z
amplitudo 5 V (signal IN). Za vhodni signal pravokotne oblike in amplitude 10 V sem
uporabil funkcijski generator (Sony Tektronix AFG310). Signal SD' s katerim
vklopimo oziroma izklopimo krmilnik IR2104 sem imel vezan na potencial 0 V, kar
pomeni, da je bil krmilnik v delujo¢em stanju. V tem primeru krmilnik glede na vhodni
signal aktivira enega izmed izhodnih signalov (slika 2.2). Izhod vezja, vhodni tok,
krmilni signal in vhodni signal sem opazoval preko napetostnih (Lecroy ADP305) in
tokovnih sond (Lecroy AP015) na osciloskopu (Lecroy Wavesurfer LT3544).

VHODNI SIGHAL
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Slika 2.1 Shema prikljucitve krmilnika IR2104 v polmosti¢no vezavo
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Slika 2.2 Potek vhodnih in izhodnih signalov pri krmilniku IR2104

Krmilnik IR2104 sem upravljal s krmilnim signalom tako, da sem mu spreminjal
frekvenco od 1 Hz do 10 kHz v trinajstih korakih. Ob vsakem koraku je imel vhodni
signal Stirikrat vecjo frekvenco v primerjavi s krmilnim signalom. Z osciloskopom sem
izmeril vrednosti amplitude vhodnega signala (Ushodni signa), amplitude izhodnega
signala (Uiznodni signat) ter povprecno in maksimalno vrednost vhodnega toka. Po relaciji
za amplitudni del Bodejevega diagrama

H[dB]=20-log LMJ

vhodni signal

sem lahko prikazal odvisnost ojaenja oziroma slabljenja izhodnega signala od
spreminjajoCe se frekvence krmilnega signala. Zakasnitev in popacenje tranzistorjev
sem opazoval na obliki izhodnega signala. Rezultate ojacenja izhodnega signala in
spremembe napajalnega vhodnega toka sem prikazal v obliki grafov (SigmaPlot 8.0,
Systat, ZDA), kjer vsaka toc¢ka predstavlja rezultat povprecja treh meritev pri izbrani
frekvenci. Podal sem tudi standardno deviacijo meritev.
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2.2 Napetostni preklopnik

Koncna razli¢ica napetostnega preklopnika (slika 2.3) je bila nacrtana v
programskem paketu Orcad Layout in Orcad Capture (Orcad 8.1, Cadence, ZDA).

Slika 2.3 Tiskana plosc¢ica napetostnega preklopnika izdelana v dvoslojni tehnologiji.

Kartico sem razdelil na dva med seboj galvansko loCena dela, digitalnega in
analognega. Pomembno je, da je analogni del, kjer amplituda napetosti visoko in
nizkonapetostnih pulzov dosegajo tudi vrednosti do 200 V, locen od digitalnega dela,
kjer vrednost napetosti krmilnih signalov znasa 5 V. Pri medicinskih napravah je
galvanska locitev (slika 2.4) zelo pomembna, saj zagotavlja varnost bolnika, ki je v
stiku z elektricnim instrumentom. S tem poskrbimo, da sta bolnikov in napetostni
potencial napajalnega vira locena med celotno terapijo. Analogni in digitalni del
uporabljata isti napajalni vir, vendar je digitalni del izoliran od bolnika preko opti¢nih
spojnikov, analogni pa preko DC — DC pretvornika. S tem sem se tudi izognil tezavi pri
povecani obremenitvi krmilnikov, ker bi zahteva po vecjem toku lahko zaustavila
procesor, ki krmili napetostni preklopnik. Poskrbeti sem moral tudi za vhodni signal
preko katerega dovajamo nizko in visokonapetostne pulze. V tem primeru ne zelimo
popolne locitve, zato je vhodni signal lo€en od napetostnega preklopnika preko relejev,
ki z mehanskim preklapljanjem zdruzijo oziroma lo¢ijo potenciala.
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Slika 2.4 Prikaz galvanske loCitve napetostnega preklopnika. Galvansko izoliran del se nahaja v

értkanem kvadratu.

Napetostni preklopnik krmilimo preko digitalnega dela, ki ima dva razlicna
vhodna prikljuc¢ka. Prvi, ki ga trenutno uporabljamo tudi mi, se bo uporabljal
predvsem v razvojni fazi izdelka in bo povezan s sistemom, ki ga upravljamo preko
racunalnika in za to posebej razvitega programskega paketa. Drugi vhodni
prikljucek se bo uporabljal v prihodnosti, ko bo razvito tudi posebno vodilo.
Najvecji delez analognega dela predstavljajo polmostiéne vezave mocnostnih
krmilnikov IR2104 in tranzistorjev. Vezalna shema napetostnega preklopnika se

nahaja v dodatku.
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Pri preizkusu delovanja napetostnega preklopnika sem uporabil enake vhodne
signale kot pri uvodnih meritvah preizkusa moc¢nostnega krmilnika IR2104. Upravljal
sem torej z nizkonapetostnimi pulzi z amplitudo 10 V. Vezava je prikazana na sliki 2.5.
Uporabil sem napetostni generator (Labor-Netzgerat 310), s katerim sem poskrbel za
ustrezno napajanje napetostnega preklopnika. Krmiljenje sem opravil z ra¢unalnikom
in zato posebej razvitim programom, kjer sem predhodno nastavili ustrezne sekvence
spreminjanja izhodov napetostnega preklopnika. Vsaka sekvenca je sestavljena iz
desetih korakov, pri ¢emer vsak korak traja 280 ms. Vhodni signal pravokotne oblike
in amplitude 10 V sem generiral s funkcijskim generatorjem (Sony Tektronix
AFG310). S pomoc¢jo osciloskopa (Lecroy Wavesurfer LT3544) ter diferencialnih
napetostnih (Lecroy ADP305) in tokovnih sond (Lecroy APO015), sem opazoval
spreminjanje izhodnega signala in porabo toka pri napajanju napetostnega preklopnika.
Rezultate ojacenja izhodnega signala in spremembe napajalnega vhodnega toka sem
prikazal v obliki grafov (SigmaPlot 8.0, Systat, ZDA), kjer vsaka tocka predstavlja
rezultat povprecja treh meritev pri izbrani frekvenci. Podal sem tudi standardno
deviacijo meritev.

NAPETOSTNI
GENERATOR

FUNKCIISKI viod | NAPETOSTNI 0
GENERATOR | PREKLOPNIK  OSCILOSKOP

Slika 2.5 Simbolicen prikaz vezave preizkusa napetostnega preklopnika.
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2.3 Sistem Angioskin

Napetostni preklopnik predstavlja kljuéno komponento celotnega sistema
Angioskin. Poleg napetostnega preklopnika sistem vsebuje Se ostale elektronske
komponente, ki so potrebne za uspesno elektrogensko transfekcijo. Prototipni sistem
Angioskin je nastal na podlagi adaptacije sistema Cliniporator, ki je produkt
evropskega projekta Cliniporator (QLK3-1999-00484). Oba sistema sta sestavljena iz
napetostnega preklopnika, ojacevalnika, nizkonapetostnega napajalnika, merilne
kartice in kontrolne kartice (slika 2.6). Klju¢na razlika je v novo razvitem napetostnem
preklopniku. Sistem Cliniporator je uporabljal napetostni preklopnik z releji, ki ne
omogocajo tako hitrih preklopov kot jih potrebujemo v sistemu Angioskin.

D nespremenjenc

il i
S kontrolna kartica | had&re 0 _
= e— & Sprefmety eno
g
(B X 3 \H/ merjenje toka in napetosti D na novo razvito
=2 merilna kartica Q
upravijanje preklopoy
napajalnik

M

[\EI
e
._g
& ojacevalnik e tostni 10

: : hapetostini
(1] —s{izhodna stopnja P : e
@ preklopnik

Slika 2.6 Shema prototipnega sistema Angioskin.

Nizkonapetostni napajalnik v povezavi z ojacevalnikom sluzi za ustvarjanje
elektriénih pulzov zelene dolZzine in amplitude. Napetostni preklopnik nato ustrezno
nastavi polariteto posameznih izhodov, preko katerih do elektrod poslje Zelen
napetostni pulz. Merilna kartica nam skozi celoten proces meri parametre signalov in
skrbi za zeleno karakteristiko napetostnih pulzov. Celoten sistem upravljamo s
kontrolno kartico v povezavi z racunalnikom, preko katerega nastavimo parametre
napetostnih pulzov in polariteto posameznih elektrod. Sistem ima podobno kot
napetostni preklopnik galvansko lo¢ene digitalne oziroma krmilne signale in analogne
signale (visoko in nizkonapetostni pulzi).

Izvedba meritev napetostnega preklopnika preko sistema Angioskin je bila nujna,
ker sem samo tako lahko generiral visokonapetostne pulze in izvedel hitro spreminjanje
polaritet. Meritve sem glede na zaetne zahteve za uspes$no elektrogensko transfekcijo
razdelil na ve¢ sklopov. Vsem je bilo skupno to, da sem imel na izhodu napetostnega
preklopnika priklju¢eno breme 100 . Predpostavil sem, da bo ob taks$ni vrednosti

V prvem sklopu meritev sem prouceval upravljanje sistema Angioskin z
visokonapetostnimi pulzi. Amplituda pravokotnih vhodnih signalov se je povzpela do
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najvecje vrednosti 200 V. Predpostavil sem, da bo zaradi visokih napetosti skozi breme
zacel teci tudi tok, ki se bo priblizal tokovni meji 2 A. DolZina pravokotnih vhodnih
signalov visokonapetostnega obmocja je v primerjavi z dolzinami nizkonapetostnega
manjSa. Najkrajs$i impulz je dolg samo 20 ps, najdaljsi 20 ms, kar je za 10 ms ve¢ od
najkrajSega nizkonapetostnega impulza. Na izhodu napetostnega preklopnika sem
spreminjal polariteto na bremenu in prouceval kako vpliva oblika vhodnega
pravokotnega signala na menjavo polaritete. Na osciloskopu (Lecroy Wavesurfer
LT3544) sem meril amplitudo pravokotnega vhodnega signala in amplitudo ter tok
izhodnega signala na bremenu. Med meritvami sem bil zelo pozoren tudi na meritev
amplitude vhodnega signala, ker sem pri¢akoval, da bi lahko zacela med zaporedjem
impulzov upadati zaradi visokih napetosti in posledi¢no vecjih energij, ki presegajo
zmogljivosti komponent sistema Angioskin.

V drugem sklopu sem se posvetil nizkonapetostnemu obmocju. Dolzino pulzov se
je gibala med 10 ms in 500 ms. Na osciloskopu (Lecroy Wavesurfer LT3544) sem
meril amplitudo pravokotnega vhodnega signala in amplitudo ter tok izhodnega signala
na bremenu. Na izhodu napetostnega preklopnika sem spreminjal polariteti na bremenu
in prouceval kako vpliva oblika vhodnega pravokotnega signala na menjavo polaritete.
Zanimalo me je predvsem, kako napetostni preklopnik deluje v mejnih primerih, kjer bi
lahko nastopile tezave zaradi preobremenjenosti posameznih komponent sistema
Angisokin.

I - visokonapetostni pulzi

amplituda

= nizkonapetostni pulzi

L
\3\‘.\1'\“

200V =premmnnns

LR M—

™ 500 ms

Slika 2.7 Parametri napetostnega pulza lahko predstavljajo koordinatne osi v
kartezijevem koordinatnem sistemu. Spreminjanje parametrov napetostnega pulza v
obmocju poteka uspesne elektrogenske transfekcije izriSe visokonapetostno (obarvan
rdece) in nizkonapetostno (obarvan zeleno) geometrijsko telo.
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Obseg obeh sklopov meritev je prikazana na sliki 2.7. Vsak od treh
spreminjajo¢ih se parametrov pulza lahko predstavlja v kartezijevem koordinatnem
sistemu koordinatno os. Pri preletu vseh treh vrednosti parametrov pulza (amplituda,
dolzina in frekvenca) v obmocju uspeSne elektrogenske transfekcije, se za vsak
napetostni sklop izriSe geometrijsko telo, ki ima za osnovno ploskev trapez. Pri
meritvah sem se predvsem osredotocil robove posameznega geometrijskega telesa, kjer
so parametri pulza na svoji predpisani zgornji oziroma spodnji meji.

V tretjem sklopu meritev sem preizkusil generiranje napetostnih pulzov razli¢nih
dolzin in amplitud. Vlak pulzov (slika 2.8) je bil sestavljen iz dveh visokonapetostnih,
amplitude 100 V in dolzine 250 ps ter enega nizkonapetostnega, amplitude 5 V in
dolzine 1 ms. Podobna kombinacija visoko in nato nizkonapetostnega pulza se namre¢
uporablja pri elektrogenski transfekciji [Sukharev et al., 1992]. Med posameznimi
vlaki impulzov sem na izhodu zamenjal polariteto. Frekvenco visokonapetostnih
pulzov sem nastavil na 2 kHz. Premor med visokonapetostnima pulzoma in
nizkonapetostnim je znaSal 1 ms. Na osciloskopu (Lecroy Wavesurfer LT3544) sem s
pomocjo diferencialnih napetostnih sond (Lecroy ADP305) meril amplitudo
pravokotnega vhodnega signala in amplitudo pravokotnega izhodnega signala ter s
pomocjo tokovnih sond (Lecroy AP015) tok izhodnega signala na bremenu.

250 us
e

100V

I ms

5V

250 us I ms

Slika 2.8 Vlak pulzov razli¢nih amplitud in dolzin.
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Zmoznost vklapljanja razlicnih elektrod med delovanjem napetostnega
preklopnika sem preizkusil v zadnjem delu meritev. Napetostni preklopnik sem
povezal z vezjem (slika 2.9) tako, da sem vsak izhod napetostnega preklopnika povezal
s parom LED diod. Ko je napetostni preklopnik na izhode poslal pozitiven napetostni
pulz, se je prizgala zgornja vrsta zelenih diod. Ce sem na izhodu obrnil polariteto, se je
podobno zgodilo pri spodnjih diodah, ki so oddajale rdeco svetlobo. V stanju visoke
impedance posameznega izhoda se prizge tako rdeca kot zelena dioda. Tako sem lahko
za vsak izhod posebej prouceval, ali deluje pravilno. Potreba po preizkusu je nastala
zaradi kompleksnosti spajkanja velikega Stevila komponent napetostnega preklopnika.
Ker sem v okviru projekta Angioskin sestavil deset napetostnih preklopnikov, je ta
preizkus na zelo enostaven in hiter nac¢in podal jasno sliko delovanja posameznega
napetostnega preklopnika.

%% }(‘f:xDLED
| }IOxR

SISTEM izhod 19( T T
ANGIOSKIN I o

kedkadi

Slika 2.9 Prikaz vezave preizkusa vklapljanja razli¢nih elektrod napetostnega preklopnika.
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3 REZULTATI

3.1 Preizkus mocnostnega krmilnika IR2104

V uvodnih preizkusih sem zelel ugotoviti ali krmilnik IR2104 ustreza naSim
zahtevam. ProucCeval sem odvisnost slabljenja izhodnega signala v odvisnosti od
spreminjajoCe frekvence krmilnega signala, potreben tok za nemoteno delovanje
krmilnikov in odzivnost tranzistorjev.

3.1.1 Odyvisnost ojacenja oziroma slabljenja zunanjega signala glede na vhodno
frekvenco krmilnega signala

Rezultati so prikazani na grafu (slika 3.1) v obliki amplitudnega dela Bodejevega
diagrama. Za uspes$no elektrogensko transfekcijo je pomembno frekvenéno obmocje
med 1 Hz in 5 kHz (na Sliki 3.1 oznaceno kot obmocje med prekinjenima ¢rtama), kjer
do zgornje frekvence 5 kHz ne zaznamo slabljenja napetosti. Pri 5 kHz sem izmeril
rahlo ojacenje v vrednosti 0,02 dB, kar je za naSo aplikacijo zanemarljivo.
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Slika 3.1 Amplitudni del Bodejevega diagrama na izhodu polmosti¢ne vezave krmilnika
IR2104 in tranzistorjev IRF644N. Pomembno frekvenéno obmocje za elektrogensko
transfekcijo je oznaceno med prekinjenima ¢rtama. Vsaka tocka na sliki predstavlja
povprecje treh meritev + standardna deviacija.

Potek grafa ni tipicen Bodejev diagram, kjer pricakujemo, da se slabljenje z
vi§jimi frekvencami povecuje. Razlika je v tem, da je naSe frekvencno obmocje kljub
razponu Stirih dekad Se vedno v obmocju, kjer krmilnik in tranzistor ne izkazujeta
popacenj in slabljen;.
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3.1.2 Odyvisnost napajalnega toka glede na vhodno frekvenco krmilnega signala

V tem delu meritev sem predvsem prouceval povprecje napajalnega vhodnega
toka, ki ga tranzistor potrebuje za nemoteno delovanje, ter kaj se zgodi s tokom ob
preklopu signala. Predpostavil sem, da zaradi preklopa potreba krmilnika po
napajalnem toku naraste.

20
18
16 |

14 |

| [mA]

12

6 T T T I I
101 100 107 102 108 104 105

f [Hz]
Slika 3.2 Odvisnost povprec¢ne vrednosti vhodnega napajalnega toka glede na vhodno

frekvenco krmilnega signala. Vsaka tocka predstavlja povprecje treh meritev + standardna
deviacija.

Rezultati merjenja povprecja napajalnega toka krmilnika so prikazani na grafu
(slika 3.2), kjer vidimo, da se vrednost napajalnega toka povecuje, ko frekvenca
krmilnega signala narasca.
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Pri frekvenci 5 kHz sem na osciloskopu opazoval, kako mo¢no zaniha vhodni
napajalni tok ob preklopu zunanjega signala (slika 3.4). Predpostavka, da bo tok
zanihal, se je potrdila. Ob preklopu zunanjega signala se vhodnemu toku moc¢no poveca
amplituda, ki doseze maksimalno vrednost 16,6 mA.
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Slika 3.4 Prikaz spremembe amplitude vhodnega napajalnega toka ob preklopu zunanjega
signala pri frekvenci 5 kHz. Na prvem kanalu osciloskopa je bil priklju¢en izhodni signal
(obarvan rumeno), na drugem vhodni signal (obarvan rdece) in na tretjem napajalni tok
(obarvan modro).

Konéni napetostni krmilnik bo imel deset mo¢nostnih krmilnikov, kar pomeni, da
ob preklopu vseh desetih moc¢nostnih krmilnikov tok lahko zaniha z desetkratno
vrednostjo enega. Kljub temu, da je verjetnost socasnega preklopa vseh desetih
krmilnikov med elektrogensko transfekcijo zelo majhna, sem pri nacrtovanju napajanja
napetostnega preklopnika zaradi funkcionalnosti uposSteval, da bi ob preklopu
potrebovali najmanj 170 mA toka za nemoteno delovanje vseh desetih krmilnikov.
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3.1.3 Zakasnitev in popacenje tranzistorjev

Pri visokih frekvencah omejujejo delovanje MOS tranzistorja parazitne
kapacitivnosti, ki jih povzrocajo kapacitivnosti krmilne elektrode s kanalom,
kapacitivnosti zaradi prekrivanja krmilne elektrode s plastjo izvora in ponora ter spojne
kapacitivnosti pn-spojev. Pri hitrih spremembah krmilnih signalov (impulzno vzbujanje
pri visokih frekvencah) povzrocajo zakasnitve pri transportu nabojev v tranzistorju
nezazelene zakasnitve med krmilnimi in izhodnimi signali tranzistorja [Smole, 2005].
Zakasnitev in popacenje tranzistorjev sem opazoval pri frekvenci 5 kHz oziroma pri

evee

transfekcijo (slika 3.5).
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Slika 3.5 Prikaz prehodnega pojava med izklopom zunanjega signala pri frekvenci 5 kHz. Na
prvem kanalu osciloskopa je bil priklju¢en izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem vhodni
signal (obarvan rdece) in na tretjem napajalni tok (obarvan modro).

1z slike 3.5 razberemo, da izhodni signal za¢ne brez ¢asovnega zamika padati z
vhodnim signalom. Sledi ustalitev obeh signalov pri kon¢ni vrednosti amplitude.
Prehodni pojav pri izklopu zunanjega signala je enak izhodnemu signalu, torej sta
zakasnitvi in popacenje tranzistorjev v tem primeru zanemarljiva.
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Preizkusil sem tudi kaj se zgodi med prehodnim pojavom izhodnega signala pri
vklopu zunanjega signala pri frekvenci 5 kHz (slika 3.6).
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Slika 3.6 Prikaz prehodnega pojava med vklopom zunanjega signala pri frekvenci 5 kHz. Na
prvem kanalu osciloskopa je bil priklju¢en izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem vhodni
signal (obarvan rdece) in na tretjem napajalni tok (obarvan modro).

Zacetek dviganja napetosti izhodnega signala se zacCne istoasno z vhodnim
signalom. Izhodni signal nato sledi zunanjemu in se brez Casovnega zamika ustali pri
kon¢ni vrednosti napetosti signala. Kljub temu, da sem meritve izvajal v zgornjem
frekvencnem obmocju, delovanje tranzistorja ne kaze omejitev.
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3.2 Preizkus napetostnega preklopnika

V preizkusu napetostnega preklopnika sem zelel ponoviti uvodne meritve
mocnostnih krmilnikov. Tako sem tudi tukaj prouceval odvisnost napajalnega toka ter
slabljenja izhodnega signala v odvisnosti od spreminjajoce frekvence vhodnega
signala.

3.2.1 Odyvisnost ojacenja oziroma slabljenja vhodnega signala glede na
frekvenco vhodnega signala

Iz rezultatov (slika 3.7) lahko sklepamo, da je prisotno zelo Sibko slabljenje
vhodnega signala v frekvencnem obmocju, kjer poteka elektrogenska transfekcija
(obmoc¢je med prekinjenima ¢rtama na sliki 3.7). Najvecje odstopanje je 0,03 dB, kar
ne predstavlja nobenih omejitev za izvedbo uspesne elektrogenske transfekcije.
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Slika 3.7 Amplitudni del Bodejevega diagrama na izhodu napetostnega preklopnika.
Pomembno frekvencno obmocje za elektrogensko transfekcijo je oznaceno med prekinjenima
¢rtama. Vsaka tocka na sliki predstavlja povprecje treh poizkusov.

Podobno kot pri uvodnih meritvah potek grafa ni tipi¢en Bodejev diagram, kjer
pricakujemo, da se slabljenje z vi§jimi frekvencami povecuje. Tudi v tem primeru sem
sklepal, da je naSe frekvencno obmocje kljub razponu stirih dekad Se vedno v obmocju,
kjer komponente napetostnega preklopnika Se ne kazejo popacenj in slabljen;.
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3.2.2 Odyvisnost napajalnega toka glede na vhodno frekvenco signala

V tem delu meritev sem predvsem prouceval povprecje napajalnega vhodnega toka,
ki ga napetostni preklopnik potrebuje za nemoteno delovanje pri preklopu vseh desetih
mocnostnih krmilnikov.
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Slika 3.8 Odvisnost vhodnega napajalnega toka glede na vhodno frekvenco signala. Pomembno
frekvencéno obmocje za elektrogensko transfekcijo je ozna¢eno med prekinjenima ¢rtama. Vsaka

tocka predstavlja povprecje treh poizkusov.

Potek grafa (slika 3.8) je podoben rezultatu meritev vhodnega napajalnega toka
mocnostnega krmilnika (slika 3.2). Razlika je v vecjih vrednosti toka pri napetostnem
preklopniku, kjer imamo povezanih deset moc¢nostnih krmilnikov. Ker je napetostni
preklopnik med preklapljanjem normalno deloval, sem s to meritvijo dokazal, da ne
bomo imeli tezav pri oskrbi elementov napetostnega preklopnika z napajalnim tokom.
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3.3 Preizkus napetostnega preklopnika v sistemu Angioskin

V preizkusu napetostnega preklopnika v sistemu Angioskin sem zelel prouditi,
kako uspesno se napetostni preklopnik znajde kot klju¢na komponenta v konénem
sklopu sistema, ki ga bomo uporabljali za elektrogensko transfekcijo.

3.3.1 Visokonapetostno obmocje sistema Angioskin

Pri prvi meritvi prvega sklopa sem preizkusil sitem Angioskin ob najvecji
vrednosti amplitude pravokotnega pulza 200 V. Dolzina vhodnega psravokotnega pulza
je znasala 20 ms ob frekvenci 48 Hz. Rezultat je prikazan na sliki 3.9.
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Slika 3.9: Prikaz pravokotnega vhodnega in izhodnega signala z amplitudo 198 V, dolzino 20
ms in frekvenco 48 Hz. Tok je ob najvecji vrednosti amplitude signala znaSal 1,98 A. Na
osciloskopu je bil na prvi kanal prikljucen izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem
napajalni tok (obarvan rdece) in na tretjem vhodni signal (obarvan modro).

Iz rezultatov sklepam, da sistem Angioskin ni bil zmozen generirati treh enakih
pravokotnih napetostnih pulzov z amplitudo 200 V. Opazil sem, da se je tretjemu
vhodnemu pulzu oslabila amplituda za 0,7 dB. Posledi¢no napetostni preklopnik isti
vlak treh pulzov prenese na izhod sistema. Ob najvecji amplitudi izhodne napetosti sem
dosegel tudi najve¢jo vrednost toka, ki teCe skozi breme. Ob prvem pulzu z vrhom
amplitude pri 198 V, je skozi breme 100 Q stekel tok vrednosti 1,98 A. Med
povezavami tranzistorjev na tiskanem vezju napetostnega preklopnika ni prisSlo do
preboja kljub najvecji vrednosti toka.
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Pri drugi meritvi sem uporabil napetostne pulze z najkrajSo dolzino 20 ps.
Vrednost amplitude je znaSala 200 V pri frekvenci 1 kHz. Rezultati so prikazani na
sliki 3.10. Oblika napetostnega pulza pri tako ozki dolzini ni ve¢ podobna pravilnemu
pravokotnemu napetostnemu pulzu. Dolzina (20 ps) in amplituda (201 V) vhodnega in
izhodnega signala sta bili identi¢ni. Tok, ki je tekel skozi upor, je ob najvisji vrednosti

amplitude signala znaSal 2,01 A. Tudi tokrat ni prislo do preboja.
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Slika 3.10: Prikaz pravokotnega vhodnega in izhodnega signala z amplitudo 200 V, dolzino 20
ps in frekvenco 1 kHz in tokom 2,01 A. Na osciloskopu je bil na prvi kanal prikljucen izhodni
signal (obarvan rumeno), na drugem napajalni tok (obarvan rdece) in na tretjem vhodni signal
(obarvan modro). Ker je perioda signala znaSala 1 ms in dolzina enega pulza 20 ps, se pri
izbrani ¢asovni osi osciloskopa (500 ps) vidi samo en napetostni pulz.
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Pri zadnjih dveh meritvah visokonapetostnega obmocja sem preizkusil delovanje
sistema pri najmanjsi frekvenci 1 Hz. Amplituda je pri obeh meritvah znaSala 200 V.
Spreminjal sem le dolzino pulza, ki je bila pri predzadnji meritvi najkrajSa, pri zadnji
pa najdaljsa.
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Slika 3.11: Prikaz pravokotnega vhodnega in izhodnega signala z amplitudo 200 V, dolzino 20
ms in frekvenco 1 Hz. Tok je ob najvecji amplitudi signala znasal 1,98 A. Na osciloskopu je
bil na prvi kanal prikljucen izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem napajalni tok (obarvan
rdece) in na tretjem vhodni signal (obarvan modro).

Iz rezultatov (slika 3.11) lahko sklepam, da tudi pri najnizji frekvenci
visokonapetostnega obmocja amplituda za¢ne upadati. Pri drugem napetostnem pulzu
sem zaznal slabljenje 2 dB, pri tretjem 5 dB. Z upadanjem amplitude se posledicno
zmanjSuje tudi tok. Pri prvem pulzu je znaSal 1,98 A, pri drugem 1,48 A in pri tretjem
1,12 A. Vhodni in izhodni signal napetostnega preklopnika sta bila identi¢na.
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Na koncu meritev visokonapetostnega obmocja sem Se preizkusil delovanje
sistema Angioskin pri frekvenci 1 Hz in najkrajsi dolzini napetostnih pulzov. Rezultati
so prikazani na sliki 3.12. Podobno kot pri predzadnji meritvi, sem tudi tukaj zaznal
slabljenje amplitude. V tem primeru je slabljenje drugega signala znaSalo 1 dB, tretjega
4 dB.
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Slika 3.12: Prikaz pravokotnega vhodnega in izhodnega signala z amplitudo 200 V, dolzino 20 pus
in frekvenco 1 Hz. Tok je ob najvecji amplitudi signala znasal 1,98 A. Na osciloskopu je bil na prvi
kanal prikljucen izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem napajalni tok (obarvan rdece) in na
tretjem vhodni signal (obarvan modro).
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3.3.2 Nizkonapetostno obmocje sistema Angioskin

Rezultat prve meritve pri kateri sem vhod vzbujal s tremi pravokotnimi signali
amplitude 20 V in dolzine 500 ms je prikazan na sliki 3.13. Frekvenca signala je
znaSala 0,67 Hz. Po vsakem pulzu sem zamenjal polariteto. Vrednosti amplitude in
dolzine pulza nas postavijo v zgornjo mejo zahtev nizkonapetostnega obmocja.
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Slika
3.13 Prikaz pravokotnega vhodnega in izhodnega signala z amplitudo 20 V, dolzino 500 ms in
frekvenco 0,67 Hz. Tok skozi breme je ob napetostnem pulzu znasal 172 mA. Na osciloskopu
je bil na prvi kanal prikljucen izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem napajalni tok
(obarvan rdece) in na tretjem vhodni signal (obarvan modro).

Primerjava med vhodnim in izhodnim signalom je pokazala, da se karakteristike
signalov ujemajo. Dolzina signalov in frekvenca sta ostali enaki, spremenila se je le
amplituda, kar pomeni, da se je na izhodu oslabil vhodni signal za sicer zanemarljivih
0,2 dB. Tok skozi breme je znasal 172 mA. Menjavo polaritete sem zaznal na izhodu
kot zrcaljenje vhodnega signala ¢ez horizontalno ¢asovno os.
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Pri drugi meritvi sem skrajSal dolzino pulzov na najnizjo zahtevano vrednost 10
ms (slika 3.14). Amplituda pulzov in frekvenca sta ostali enaki.
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Slika 3.14 Prikaz pravokotnega vhodnega in izhodnega signala z amplitudo 20 V, dolzino 10
ms in frekvenco 1 Hz. Tok skozi breme je ob napetostnem pulzu znasal 172 mA. Na
osciloskopu je bil na prvi kanal prikljuen izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem
napajalni tok (obarvan rdece) in na tretjem vhodni signal (obarvan modro). Ker je perioda
signala znaSala 1 s in dolzina enega pulza 10 s, se pri izbrani ¢asovni osi osciloskopa (100 ms)
vidi samo en napetostni pulz.

Pri nizki vrednosti dolzine pulza se je amplituda izhodnega signala oslabila za 0,1
dB. To je za uspesno elektrogensko transfekcijo zanemarljivo odstopanje. Frekvenca in
dolzina pulza izhodnega signala sta bili enaki vhodnemu. Tok izhodnega signala je
znaSal 172 mA. Na podlagi rezultatov prvih dveh meritev sem lahko predpostavil, da
sprememba dolzine pulza vhodnega signala pri isti frekvenci in amplitudi nima
negativnega vpliva na karakteristiko izhodnega signala.
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Pri naslednji meritvi sem poleg amplitude, dolzine in frekvence pulza meril tudi
najkrajSo pavzo, ki jo lahko dosezemo s sistemom Angioskin med dvema napetostnima
pulzoma s spreminjajo¢o se polariteto. Napetostni pulz je imel dolzino 500 ms in

vrednost amplitude 20 V.
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Slika 3.15 Prikaz pravokotnega vhodnega in izhodnega signala z amplitudo 20 V, dolzino 500
ms in frekvenco 2 Hz. Tok skozi breme je ob napetostnem pulzu znasal 172 mA. Na
osciloskopu je bil na prvi kanal prikljuen izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem
napajalni tok (obarvan rdece) in na tretjem vhodni signal (obarvan modro).
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Rezultati meritve so pokazali (slika 3.15), da se je amplituda izhodnega signala
povisala za 0,05 V, kar pomeni, da se je vhodni signal ojacal za 0,02 dB. Tako majhna
ojacitev ne prinasa negativnih pojavov za uspes$no elektrogensko transfekcijo. Tok
skozi breme je znaSal 172 mA. Pri podrobni analizi signala (slika 3.16) sem ugotovil,
da je najkrajSa pavza med dvema pulzoma s spreminjajoco se polariteto 1,22 ms.
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Slika 3.16 Podrobnejsi prikaz pavze med dvema napetostnima pulzoma s spreminjajoco se
polariteto z vrednostjo amplitude 20 V in dolzine 500 ms. [zmerjena najkrajSa pavza je znasala
1,22 ms. Tok skozi breme je ob napetostnem pulzu znasal 172 mA. Na osciloskopu je bil na
prvi kanal prikljucen izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem napajalni tok (obarvan
rdece) in na tretjem vhodni signal (obarvan modro).
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Meritev sem ponovil z napetostnimi pulzi, ki se jim ne spreminja polariteta. Tudi
tukaj nas je predvsem zanimala najkrajSa pavza med dvema napetostnima pulzoma, ki
jo lahko dosezemo s sistemom Angioskin. Rezultat je prikazan na sliki 3.17.
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Slika 3.17 Podrobnejsi prikaz pavze med dvema napetostnima pulzoma, ki imata enako
polariteto. Amplitude signala je bila 10 V in dolzina 500 ms. Izmerjena najkrajsa pavza je
znasala 200 ps. Tok skozi breme je ob napetostnem pulzu znasal 78 mA. Na osciloskopu je bil
na prvi kanal prikljuen izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem napajalni tok (obarvan
rdece) in na tretjem vhodni signal (obarvan modro).

Najkraj$a izmerjena pavza med dvema napetostnima pulzoma, ki imata enako
polariteto, je 200 us. V primerjavi z napetostnimi pulzi s spreminjajoco polariteto
lahko dosezemo s pulzi enake polaritete 6,1-krat krajSo pavzo.
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Pri zadnji meritvi sem uporabil vhodni signal frekvence 91 Hz in dolzine 10 ms,
kar je najkrajSa dolzina pulzov nizkonapetostnega obmocja.
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Slika 3.18 Prikaz pravokotnega vhodnega in izhodnega signala z amplitudo 20 V, dolzino 10
ms in frekvenco 91 Hz. Tok skozi breme je ob napetostnem pulzu znaSal 250 mA. Na
osciloskopu je bil na prvi kanal prikljuen izhodni signal (obarvan rumeno), na drugem
napajalni tok (obarvan rdece) in na tretjem vhodni signal (obarvan modro).
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Iz rezultatov (slika 3.18) sklepamo, da je napetostni preklopnik vhodni signal
oslabil za zanemarljivih 0,3 dB. Vrednosti dolzine pulza in frekvence signala sta se
ohranila. Ob vklopu vhodnega signala je zacel te¢i skozi breme tok 250 mA, kar
predstavlja osmino najve¢je dovoljene vrednosti toka. Vrednost je pri¢akovana glede
na ohmsko vrednost bremena in amplitudo izhodnega signala.
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3.3.3 Vlak nizkonapetostnih in visokonapetostnih pulzov

Na vhod sistema Angioskin sem poslal vlak visoko in nizkonapetostnih pulzov.
Zanimala me je vernost prenosa vlaka pulzov na izhod. Rezultat meritve je prikazan na
sliki 3.19. Natanc¢na vrednost vhodnega visokonapetostnega pulza je znaSala 95,4 V,
nizkonapetostnega 5 V. Skozi celoten vlak amplituda tako visokonapetostnih kot
nizkonapetostnih pulzov ni padala. Na izhodu nisem zaznal slabljenja oziroma ojacenja
pulzov. Tudi dolzina in frekvenca pulzov se na izhodu nista spremenili. Tok je ob
visokonapetostnem pulzu znaSal 0,96 A in pri nizkonapetostnem 0,05 A.
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Slika 3.19: Prikaz vlaka visoko in nizkonapetostnih pulzov. Amplituda visokonapetostnih pulzov
znasa 95,4 V, nizkonapetostnih 5 V. Dolzina visokonapetostnih je 250 us, nizkonapetostnih 1 ms.
Frekvenca visokonapetostnih je 2 kHz. Premor med visokonapetostnima pulzoma in
nizkonapetostnim je 1 ms. Tok je ob visokonapetostnem pulzu znasal 0,96 A in ob
nizkonapetostnem 0,05 A. Na osciloskopu je bil na prvi kanal prikljucen izhodni signal (obarvan
rumeno), na drugem napajalni tok (obarvan rdece) in na tretjem vhodni signal (obarvan modro).
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3.3.4 Preizkus vklapljanja razli¢nih izhodov napetostnega preklopnika

Rezultati preizkusa so pokazali, da preklapljanje med izhodi napetostnega
preklopnika deluje pravilno. V primeru pozitivnega napetostnega pulza so se prizgale
zelene diode, v primeru negativnega rdee (slika 3.20). Ce sem imel moénostne
krmilnike ugasnjene, smo na izhodu napetostnega preklopnika dobili visoko
impedancno stanje. V tem primeru imamo zakljucen tokokrog preko nasprotno lezecih
diod, kar priZzge zelene in rdeCe diode (slika 3.21). Tako sem lahko hitro preverjal
napake pri spajkanju elektricnih elementov na tiskani plos¢ici napetostnega
preklopnika. V primeru nepravilnega priziganja diod, sem lahko omejil iskanje napake
na elektricne elemente vezane na posamezen izhod. Na ta nain sem funkcijsko
preveril delovanje vseh desetih izdelanih napetostnih preklopnikov, ki jih bomo
uporabili v prototipnih sistemih Angioskin.
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Slika 3.20: Negativni napetostni pulzi na vseh desetih izhodih prizgejo rdece diode.
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Slika 3.21: Ugasnjeni mo¢nostni krmilniki na izhod posljejo visoko impedancno stanje in
prizgejo vse diode.
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4 RAZPRAVA

Namen naloge je bil izdelati napetostni preklopnik, ki bo s svojimi elektricnimi
lastnostmi v sistemu Angioskin zagotavljal krmiljenje elektrod za uspesno
elektrogensko transfekcijo. Primernost koncnega napetostnega preklopnika sem dolocil
z razli€nimi meritvami elektri¢nih parametrov.

Pred nacrtovanjem napetostnega preklopnika sem moral preizkusiti mo¢nostni
krmilnik. S svojim delovanjem - preklapljanjem predstavlja osnovno funkcijo
napetostnega preklopnika. Ta element predstavlja bistveno razliko med novim in starim
napetostnim preklopnikom, ki je uporabljal za preklapljanje med napetostnimi pulzi
releje. Mocnostni krmilnik se je po uvodnem preizkusu izkazal za primernega, ker v
celotnem frekvenénem obmocju (od 1 Hz do 5 kHz) ne izkazuje slabljenja amplitude.
Poleg slabljenja signala sem meril tudi vhodni tok, ki je potreben za napajanje
mocnostnih  krmilnikov. Izsledke meritev sem nato uporabil za nacrtovanje
napetostnega preklopnika. Zagotoviti sem moral potrebno napajanje oziroma delovanje
vseh desetih moc¢nostnih krmilnikov napetostnega preklopnika. To sem resil z lo¢enim
napajanjem mocnostnih krmilnikov in ostalih elementov. Zaradi varnosti sem
napetostni preklopnik razdelil na dva med seboj galvansko loCena dela, analognega
(visoko in nizkonapetostni pulzi) in digitalnega (krmilni signali).

Ko je bil napetostni preklopnik izdelan, sem pricel z meritvami elektri¢nih
lastnosti. Prva meritev je bila ponovitev uvodnega preizkusa mocnostnih krmilnikov.
Rezultati so bili pricakovano zelo podobni uvodnim. Napetostni preklopnik deluje
normalno v celotnem frekvencnem obmocju in ne izkazuje slabljenja signala. Tudi pri
napajanju vseh desetith moc¢nostnih krmilnikov nisem zaznal teZzav. Napetostnemu
preklopniku sem nato dodal Se ostale elektronske komponente, potrebne za ustvarjanje
visokonapetostnih pulzov, in dobil sistem Angioskin. Sistem sem upravljal preko
raCunalnika, kjer sem nastavil amplitudo, dolzino, frekvenco in polariteto napetostnega
pulza. Tukaj velja omeniti, da program za krmiljenje sistema ne dopusca zveznega
nastavljanja vrednosti parametrov vhodnega signala. Tako mi ponekod ni uspelo
nastaviti doloCenega parametra na zeleno vrednost, npr. amplitude nisem mogel
nastaviti na 50 V, ampak samo na 49 V oziroma 51 V.

Prvi sklop meritev je bil namenjen visokonapetostnem obmocju. Napetostni
preklopnik v tem obmocju ni imel tezav. Edine omejitve, ki sem jih zaznal, so bile
povezane z ostalimi komponentami sistema Angioskin. Ojacevalnik in nizkonapetostni
napajalnik nista bila zmozna generirati ve¢ visokonapetostnih pulzov s konstantno
ki lahko tece skozi breme. Izkazalo se je tudi, da je bil napetostni preklopnik pravilno
nacrtovan, saj v tistem trenutku med povezavami elektricnih elementov napetostnega
preklopnika ni prislo do preboja.

V  drugem sklopu meritev sistema Angioskin sem meril slabljenje
nizkonapetostnih pulzov in vhodni tok. Najvecje slabljenje, ki sem ga dobil, je znaSalo
0,3 dB. To je zanemarljivo majhno in ne predstavlja omejitev za izvedbo uspes$ne
elektrogenske transfekcije. Ko sem med meritvami poveceval frekvenco, sem naletel
na teZavo. Sistem Angioskin ima zaradi fiksnega razmerja pavza-pulz omejitev pri
generiranju napetostih pulzov s krajSimi pavzami in daljSimi pulzi. To izhaja Se iz
sistema Cliniporator, ki predstavlja osnovo sistema Angioskin. Cliniporator je za svojo
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funkcijo (elektroporacijo) generiral pulze, ki so v povprecju veliko krajsi od pulzov, ki
jih Zelimo generirati s sistemom Angioskin. Zaradi tega Zze pri zelo kratkih pulzih
dosezemo zgornjo mejo pavze, ki znasa 1,22 ms za pulze s spreminjajoco polariteto in
200 ps za pulze z enako polariteto. Ker v naSem primeru najkrajSa dolzina pulzov
znasa 20 ps, lahko pri generiranju napetostnih pulzov z enako polariteto dosezemo
najvec¢jo frekvenco 4,6 kHz. Rezultati uvodnega preizkusa moc¢nostnih krmilnikov in
napetostnega preklopnika kazejo, da lahko napetostni preklopnik deluje tudi pri visjih
frekvencah, vendar bo za delovanje sistema Angioskin v vi§jem frekvenénem obmocju
potrebno posodobiti ostale komponente sistema.

V tretjem sklopu meritev sem prouceval kako uspe$no sistem Angioskin
posreduje vlak pulzov razlicnih amplitud in dolzin. Rezultati so pokazali, da v tem
primeru deluje napetostni preklopnik v povezavi z ostalimi komponentami sistema
Angioskin brezhibno. Slabljenja ni bilo zaznati, dolzina in frekvenca pulza sta ohranili
svojo vrednost.

Ker sem v okviru projekta Angioskin izdelal deset napetostnih preklopnikov, sem
v zadnjem delu meritev preizkusili zmoznost preklapljanja med izhodi napetostnih
preklopnikov. Metoda s priziganjem diod se je izkazala za zelo hitro in ucinkovito pri
odkrivanju napak spajkanja posameznih elektronskih elementov napetostnega
preklopnika. Ko sem preveril vseh deset kartic, so se na vseh desetih izhodih
napetostnega preklopnika signali preklapljali v skladu z vnaprej doloenim vrstnim
redom. Napetostni preklopniki torej brez tezav vklapljajo in izklapljajo posamezne
izhode.
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5 ZAKLJUCEK

Cilj raziskovalne naloge je bila izdelava novega napetostnega preklopnika, ki bo s
svojimi elektriénimi lastnosti zagotavljal krmiljenje mikroelektrod za uspesno
elektrogensko transfekcijo. V ta namen sem preizkusil ustreznost kljucnih elektri¢nih
elementov in nato nacrtoval, izdelal in preizkusil nov napetostni preklopnik.

Mocnostni krmilniki, ki predstavljajo jedro napetostnega preklopnika, so se
izkazali kot zelo hitri in u€inkoviti elementi za krmiljenje elektrod. Rezultati uvodnih
meritev mocnostnega krmilnika kazejo, da je v celotnem frekvenénem obmocju
slabljenje amplitude in spreminjanje dolzine signala zanemarljivo. V primerjavi z
releji, ki smo jih uporabljali pri starejSih napetostnih preklopnikih, so hitrejsi in
dimenzijsko manjsi, kar je pri nacrtovanju napetostnega preklopnika z veliko izhodi
zelo pomembno.

Rezultati meritev sistema Angioskin so pokazali, da je napetostni preklopnik
najmocnejsi Clen verige elektriénih komponent, potrebnih za uspesno elektrogensko
transfekcijo. Nekatere komponente sistema Angioskin $e niso dovolj razvite, da bi
delovale na nivoju zmoznosti naSega napetostnega preklopnika. Nizkonapetostni
napajalnik in ojacevalnik nista zmozna generirati niz visokonapetostnih pulzov
konstantne amplitude. Druga tezava je frekvencna omejitev generiranja napetostnih
pulzov s spreminjajoo se polariteto. Kljub temu sem preko rezultatov razli¢nih
meritev te raziskovalne naloge pokazal, da napetostni preklopnik v celotnem
frekvencnem obmocju uspesno krmili napetostne pulze razlicnih amplitud. Tudi
preklapljanje med izhodi napetostnega preklopnika deluje brezhibno.

Prihodnjih izboljSav napetostnega preklopnika trenutno nimamo v nacrtu. Pri
vseh preizkusih v okviru te raziskovalne naloge nisem priSel do tocke, kjer bi
napetostni preklopnik odpovedal oziroma potreboval nadgradnjo. Edino spremembo
napetostnega preklopnika, ki jo naértujemo v okviru evropskega projekta Angioskin, je
v izdelavi tiskanih plos¢ic. Zaradi boljSe postavitve elektronskih elementov in $irSih
elektricnih povezav bi bil smiseln prehod iz dveh slojev na Stiri sloje. Tako bi tudi
pridobili ve¢ prostora na kartici, ki bi bil potreben, ¢e bi Zeleli napetostni preklopnik
nadgraditi z dodatnimi izhodi.

Izdelani napetostni preklopnik s svojimi elektricnimi lastnostmi uspe$no
zagotavlja krmiljenje mikroelektrod pri elektrogenski transfekciji. Vseh deset kartic, ki
sem jih izdelal v okviru te naloge, se bo v prvi fazi uporabljalo v prototipnih sistemih v
raziskovalnih institucijah po Evropi. V drugi fazi se bo proizvodnja preusmerila v
serijsko izdelavo, kar pomeni tudi zaletek uporabe napetostnih preklopnikov v
klini¢nih napravah.
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DODATEK

A. Shemati¢ni nacrt in nacrt tiskanega vezja napetostnega preklopnika
narejena v programu Orcad Schematic in Orcad Layout 8.1 (Cadence,
ZDA)
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