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Electroporation of the Cell Membrane:
Theory and Experiments in vitro
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Elektroporacija je pojav, pri katerem pride zaradi kratkotrajne izpostavitve celice elektri¢ne-
mu polju dovolj visoke jakosti do izrazitega povecCanja prepustnosti membrane. Reverzibilna
elektroporacija se pogosto uporablja za vnos snovi v celice v raziskavah, vse bolj pa se uve-
Jjavlja tudi v klini¢nem okolju (elektrokemoterapija tumorjev). Najbolj uveljavljena razlaga
elektroporacije pravi, da pride zaradi poviSanja membranske napetosti, ki nastopi ob izpo-
stavitvi polju, do nastanka nanometrskih hidrofilnih por v lipidnem dvosloju. To razlago
podpirajo tudi najnovejse simulacije molekularne dinamike lipidov v dvosloju. Elektroporacije
ni mogoce opazovati neposredno, saj so pore premajhne, lahko pa jo preuc¢ujemo z merje-
njem elektri¢nih in opti¢nih lastnosti membrane ali z opazovanjem pretoka ionov in molekul
skoznjo. DeleZ elektroporiranih celic in vnos snovi nara$¢ata z viSanjem jakosti, trajanja in
Stevila pulzov, vendar s tem nara$ca tudi delez celic, ki izpostavitve ne preZivijo. Vrednosti
parametrov pulzov, pri katerih dobimo najboljse rezultate, je potrebno dolociti eksperimen-
talno v tistih pogojih, v kakr$nih nameravamo izvajati poizkuse

ABSTRACT:
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Electroporation is a phenomenon during which exposure of a cell to an electric field results
in a significant increase in its membrane permeability. Reversible electroporation is widely
used for internalisation of various substances in research, and is also becoming important
in clinics (tumor electrochemotherapy). Electroporation is explained as formation of
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nanometer-sized aqueous pores in the lipid bilayer due to increased membrane voltage caused
by an electric field. This explanation is also supported by molecular dynamics simulations
of the lipid bilayer. The pores are too small for electroporation to be observable directly, but
it can be studied by measuring the electrical and optical properties of the membrane, or by
monitoring the flux of ions or molecules through the membrane. The fraction of electropo-
rated cells and the uptake increase with the increase in the strength, duration and/or number
of pulses, but so does the fraction of cells that lose viability. For optimal results under spe-
cific experimental conditions, the values of pulse parameters must be determined under these

same conditions.

uvobD

Celi¢na membrana prepusca le tiste moleku-
le, za katere obstajajo specifi¢ni mehanizmi
transporta. Posamezne vrste ionov in manj-
$ih molekul vstopajo v celico skozi proteinske
kanale in ¢&rpalke, ki so vgrajeni v mem-
brano, dolocene vedje molekule pa z vezavo
na endocitotske receptorje v membrani in
posledi¢no tvorbo endocitotskih veziklov.
Molekule, za katere specificen mehanizem
transporta ne obstaja, v fizioloskih razme-
rah prakticno ne morejo skozi membrano.
TeZaven prehod skozi membrano omeji upo-
rabnost mnogih zdravil, katerih delovanje
v notranjosti celice je sicer zelo u¢inkovito.

Ena od uspe$nej$ih metod umetnega
povecanja prepustnosti membrane je kratko-
trajna izpostavitev celice dovolj mo¢nemu
elektri¢nemu polju. Tak$na izpostavitev pri-
vede do izrazitega povecanja prepustnosti
membrane, ki mu pravimo elektropermeabili-
zacija oziroma elektroporacija. Strogo gledano
pojma nista sopomenki, saj se prvi nanasa na
povecanje prepustnosti nasploh, drugi pa priv-
zema, da je to povecanje posledica nastanka
hidrofilnih por v membrani. Slednja razlaga
se je v zadnjih dveh desetletjih uveljavila zara-
di svoje teoreti¢ne podprtosti, njej v prid pa
govorijo tudi najnovejse simulacije moleku-
larne dinamike lipidnih dvoslojev. Tako danes
vecina avtorjev — v nadaljevanju ¢lanka tudi
mi — uporablja le e besedo elektroporacija.
O elektropermeabilizaciji beremo vse redkeje,
nekaj krivde za to pa gre verjetno tudi okor-
nosti pojma.

Ce elektri¢no polje ni premocno in ne
traja ve¢ kot nekaj milisekund, se po koncu
izpostavitve prepustnost membrane postopo-
ma zniza na zacetno raven, celice pa ohranijo
svoje fiziolosko delovanje; pravimo, da je

bila elektroporacija reverzibilna. Povidanje
prepustnosti nastopi Ze v nekaj mikrosekun-
dah, okrevanje pa je mnogo pocasnejse in se
popolnoma zakljudi $ele po ve¢ sekundah ali
celo minutah.

V Casu poviSane prepustnosti membrane
je mogo¢ vnos najrazli¢nejsih uéinkovin v celi-
co. Manjse molekule, ki jih sicer v celici ni,
vstopajo vanjo z difuzijo, k pretoku ionov in
elektri¢no nabitih molekul, predvsem vecjih
(npr. DNA in proteinov), pa v ¢asu delovanja
elektri¢nega polja pomembno prispeva tudi
vle¢na (elektroforetska) sila, ki jo ustvarja
elektri¢no polje. Uporaba elektroporacije za
vnos snovi v celico sega danes od temeljnih
raziskav v biokemiji in molekularni biologiji,
prek uporabnih raziskav v biotehnologiji in
farmaciji, do predklini¢ne in klini¢ne upora-
be v onkologiji in genski terapiji. Kombinacija
elektroporacije in kemoterapevtikov (elektro-
kemoterapija) se je izkazala kot zelo uspesna
metoda zdravljenja koznih in podkoznih tumor-
jev in se Ze uveljavlja v klinicnem okolju (1-4).
Uporaba elektroporacije za vinos DNA (elektro-
genska terapija) je Se v predklini¢ni fazi,
rezultati pa so zelo vzpodbudni in obetajo
ponovljivo in predvsem varnej$o alternativo
genski transfekciji z virusnimi vektorji (5-8).

Namen pric¢ujocega clanka je seznaniti bral-
ce s teoretic¢no razlago elektroporacije in njeno
uporabo v raziskovalnem okolju in vitro.

MIROVALNA IN VSILIENA
NAPETOST NA CELICNI
MEMBRANI

Zgradba in elektriéne lastnosti
celiéne membrane

Z elektri¢nega vidika predstavlja celicna
membrana tanek izolacijski sloj, ki lo¢i dve
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Slika 1. Lipidni dvosloj in njegova okolica. Glave lipidov so polarne, zato se priviacijo med seboj, priviacijo pa tudi jone in molekule

vode, ki so prav tako polarne. Repi lipidov so nepolami, zato priviacijo repe ostalih lipidoy, ione in molekule vode pa izringjo iz notranjosti

membrane.

elektri¢no prevodni podrodji - citoplazmo in
zunajceli¢ni prostor. Lipidi, ki so glavni gradni-
ki membrane, se v njej organizirajo v dvosloj,
v katerem so polarne glave lipidov obrnjene
navzven, nepolarni repi pa navznoter (slika 1).
Tudi proteini, ki se nahajajo v membrani, so
zgrajeni iz polarnih in nepolarnih podrodij,
v membrano pa se vgradijo tako, da so nepolar-
ni deli v notranjosti membrane, torej v stiku
z repi lipidov, polarni deli pa segajo navzven.
Zaradi taks$ne zgradbe voda in v njej raztoplje-
ni ioni obdajajo membrano, v njeno notranjost
pa ne morejo oziroma so iz nje hitro izrinjeni.

Mirovalna membranska napetost

Na celi¢éni membrani je vseskozi prisotna
elektri¢na napetost, ki je posledica majhne-
ga primanjkljaja pozitivnih ionov v citoplazmi.
Ta primanjkljaj ustvari in vzdrZuje sistem
¢rpalk Na*™-K" in trajno prepustnih kanalov K*.
Na*-K* ¢rpalka v enem ciklu precrpa tri ione
Na" iz citoplazme v zunajceli¢ni prostor in dva
iona K* v nasprotni smeri. Z vsakim ciklom
te ¢rpalke tako narasca razlika med elektric-
nima potencialoma, hkrati pa tudi razlika med
koncentracijama Na* in K* na zunanji in
notranji strani membrane. Trajno prepustni
K* kanali omogocijo ionom K* pretok skozi
membrano v smeri padanja njihove koncen-
tracije, torej navzven, vendar to Se povecuje
razliko med elektri¢nima potencialoma. Odte-
kanje ionov K* je zaradi tega vse pocasnejse
in se kon¢no ustavi, s tem pa se vzpostavi rav-

notezno stanje. Napetosti, ki je takrat na
membrani, pravimo mirovalna napetost,
doloca pa jo Goldmanova enacba (9)

R,T  gq[Na'] +[K',

T

n )
Fo gINa'l+ (K]

mirovalna

kjer je R, plinska konstanta, T absolutna
temperatura, F Faradayeva konstanta, g raz-
merje prepustnosti membrane za Na* in K*
(tipi¢no okoli 0,01), [Na'], [K*],, [Na'], in [K"];
pa so koncentracije Na* in K* v zunajceli¢cnem
prostoru in v citoplazmi.

Po uveljavljenem dogovoru merimo mem-
bransko napetost tako, kot ¢e bi bila referen¢na
elektroda zunaj celice, merilna elektroda pa
v citoplazmi. Zato ima mirovalna membran-
ska napetost negativen predznak, po velikosti
pa znasa med 40 in 90 milivoltov, odvisno od
vrste celice in od faze celi¢nega cikla.

Pri vzdrazljivih celicah, kot so nevroni in
misi¢na vlakna, predstavlja mirovalna nape-
tost izhodi$¢no tocko za zacetek vzdrazenja
celice (nastanek akcijskega potenciala). Obsta-
ja vrsta hipotez, ki pravijo, da ima tudi pri
nevzdrazljivih celicah mirovalna napetost
svojo vlogo, saj npr. poveca obcutljivost kana-
lov v membrani na razlicne spremembe. Ne
glede na veljavnost tak$nih predpostavk pa
lahko z gotovostjo trdimo, da celi¢cna membra-
na brez $kodljivih posledic prenese napetosti
reda nekaj deset milivoltov. To so tudi najvec-
je vrednosti, ki se lahko na membrani pojavijo
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v fizioloskih razmerah, pred iznajdbo elektri¢-
nih naprav pa so bile lahko preseZene brzkone
le ob udaru nevihtne strele ali pa ob bliznjem
sreCanju z jeguljo ali skatom.

Vsiljena membranska napetost

Vsiljena membranska napetost nastane zara-
di prerazporeditve ionov v elektricnem polju.
Med trajanjem elektri¢nih pulzov se ta nape-
tost priSteje mirovalni, po koncu pulzov pa na
membrani ponovno ostane samo mirovalna
napetost. Ustaljeno vrednost, ki jo vsiljena
napetost na membrani okrogle celice doseZe
v nekaj mikrosekundah po vklopu enosmer-
nega polja, opisuje Schwanova enacba (10)

3
— ERcos 0,

vsiljena = 2

kjer je E jakost zunanjega elektricnega polja,
R polmer celice, 6 pa kot med smerjo polja
in daljico, ki poteka od sredisca celice do
obravnavane to¢ke na membrani. Vsiljena
membranska napetost se tako za razliko od
mirovalne, ki je povsod po membrani enaka,
spreminja z lego, kot to doloca kosinus
v Schwanovi enacbi (slika 2).
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Schwanova enacba pove tudi, da je vsilje-
na membranska napetost sorazmerna jakosti
zunanjega elektricnega polja. Tako lahko pri
dovolj moc¢nem polju celotna membranska
napetost znatno preseze najvecje fizioloske
vrednosti, na kakr$ne je membrana prilago-
jena. Ce membranska napetost doseze nekaj
sto milivoltov — natan¢na vrednost je odvisna
od vrste celice in eksperimentalnih pogojev -
pride do elektroporacije celicne membrane.

Ce celica ni okrogla, velja Schwanova
enacba zanjo le priblizno. Za nekatere pravil-
ne geometrijske oblike, kot so sferoidi in
elipsiodi, lahko izpeljemo natan¢ne izraze, ki
veljajo namesto Schwanove enacbe (11-13),
pri bolj nepravilnih oblikah celic pa si poma-
gamo s priblizki (numeri¢nimi izracuni), ki
jih dobimo z ra¢unalnikom. Slika 3 prikazu-
je podoben poizkus kot slika 2, le da je bil
izveden na celici bolj zapletene oblike.

TEORETICNA RAZLAGA
ELEKTROPORACIJE

Obstaja vec teoreticnih modelov, ki skusa-
jo razloziti, kako izpostavitev elektricnim
pulzom privede do poviSane prepustnosti
membrane. Med njimi so taksni, ki skusajo

100 -

membranska napetost [mV]

Slika 2. Ce celice obarvamo z enim od t.i. potenciometriciih barvil lahko membransko napetost apazujemo s fluorescencnim mikroskopom.
Na zgomijih slikah je bilo uporabljeno barvilo di-8-ANEPPS, ki pri negativni membranski napetosti fluorescira Sibko, z narasCanjem napefosti
pa vse mocneje. Levo zgoraj je prikazana celica B16-F1 (misji melanom) brez zunanjega elektrichega polia (samo mirovalna
napetost ~ —40mV), levo spodaj pa ista celica pri izpostavitvi elektricnemu polju (na levi strani celice je napetost bolj, na desni pa
manj negativna od mirovalne). Desno je Se graf membranske napetosti v odvisnosti od kota @ za spodnjo sliko (krogei prikazujejo
izmerjene vrednosti, krivulja pa kosinusni potek, ki ga podaja Schwanova enacha).
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Slika 3. Membranska napetost pii celici B16-F1, pritiieni na podlago. Ker celica ni okrogla, vsiliene napetosti na njeni membrani ne
moremo doloiti s Schwanovo enacho, temvec si moramo pomagati z numericnim izracunom na racunalniku. Levo zgoraj je celica brez
zunanjega polja (samo mirovalna napetost), levo spodaj pri izpostavitvi elekiricnemu polju, desno pa je graf membranske napefosti

v odvisnosti od kota © za spodnjo sliko (krogci so izmerjene vrednosti, krivulia pa potek, ki ga dolocimo z racunalnikom).

pojav razloziti z elektrokompresijo membra-
ne, z denaturacijo membranskih kanalov, pa
tudi s tvorbo razpok med lipidnimi mikropo-
drodji. Nobena od nastetih razlag, katerih
podrobnejsi pregled najdemo v ¢lanku Wea-
verja in CizmadZeva (14), ni nasla podpore
v eksperimentalnih rezultatih.

Kot smo Ze omenili v uvodu, je danes
najbolj uveljavljen model, ki povisanje pre-
pustnosti membrane pripisuje nastanku
hidrofilnih por v membrani (15, 16). Ta model

napoveduje, da povisana membranska nape-
tost zmanjsuje energijo, potrebno za nastanek
hidrofilnih por, s tem pa povecuje verjetnost
tak$nega dogodka (slika 4). S tem razlozi tudi
postopnost in pocasnost okrevanja, saj mora
vsaka pora za svoje zaprtje spet preseci dolocen
energijski prag. Model elektroporacije predvi-
deva, da je premer hidrofilnih por velikostnega
razreda enega nanometra, z nara$¢anjem
membranske napetosti pa stabilnost pore
hitro upada, dokler pri nadkriti¢ni napetosti

energija[102'J] 0mv _— — —

100 + === =—==¢ I ===
75 - ===
5 250 mV ﬁ@

25 500 mv 1 I

1 2 3 4 &k‘
0 ‘ " ' ' < — —_—

25 polmer [nm) I ———e

=== == [ =

'50 | o ] [ == ] === [ ]

A B C D

Slika 4. Energija membranske pore v odvisnosti od njenega polmera (levo) in skica elekfroporaciie na molekularnem nivoju (desno).
Po zakonih termodinamike minimumi energije pore ustrezajo stabilnim stanjem. Prvi minimum je pri polmeru nic, ko pore ni, forej
tedaj, ko membrana ni elektroporirana (desno, A). Konicast maksimum energie, ki sledi, predstavija prag, pri katerem se pora preob-
likuje iz hidrofobne (B) v hidrofilno obliko (C, D). Napetost na membrani ta prag zniZa, kar poveca verjetnost nastanka hidrofilnih por.
Ce ta napetost ni previsoka, sledi Se en minimum energile, v katerem se hidrofilna pora ustali (C), to pa omogodi tudi poznejse okre-
vanje (reverzibilna elektroporacija). Pri previsoki napetosti fa minimum izgine, pora ob raztezanju ne doseZe vec stabilnosti (D), okrevanje

pa prav fako ni vec mogoce (ireverzibilna elektroporacija).
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reda nekaj sto mV ne pride do ireverzibilne
porusitve, kar je prav tako v skladu z ekspe-
rimentalnimi ugotovitvami.

Predlaganih je bilo vec razsiritev in dopol-
nitev opisanega modela elektroporacije, ki
upostevajo Se vlogo prevodnosti membrane
(17, 18), ukrivljenosti membrane (19), osmot-
skega tlaka (20, 21) in koncentracij ionov
v celici in njeni okolici (22).

V zadnjih letih je zmogljivost racunalni-
kov presegla mejo, nad katero je Ze mogoce
simulirati molekularno dinamiko lipidov, tj.
njihovo gibanje v dvosloju, obdanem z vodo
oziroma raztopino ionov. Tak$ne simulacije
v splo$nem potrjujejo, da membranska nape-
tost, ki za velikostni razred presega mirovalno
vrednost, povi$a verjetnost oziroma pogostost
nastanka por, pride pa tudi do spontanega
oblikovanja hidrofilne notranjosti pore — zaradi
vode in ionov v pori se lipidi v njej reo-
rientirajo tako, da z glavami segajo v njeno
notranjost (23-25).

Pore, ki nastajajo v simulacijah molekular-
ne dinamike, so precej manj pravilnih oblik
od tiste na sliki 4, a so vseeno dokaj stabilne in
se ob ustreznem zniZanju membranske nape-
tosti postopoma zapirajo. To kaze, da je do
razumevanja vseh podrobnosti elektropora-
cije sicer $e dalec, a so raziskovalci verjetno
na pravi poti.

EKSPERIMENTALNI REZULTATI

Kot prvi je o elektri¢ni porusitvi celi¢ne
membrane leta 1958 porocal Stampfli (26).
Priblizno desetletje kasneje sta Sale in Hamil-
ton objavila serijo ¢lankov, v katerih sta opisala
netermicno unicevanje mikroorganizmov s krat-
kimi elektri¢nimi pulzi visoke napetosti (27-29).
Leta 1972 pa sta Neumann in Rosenheck (30)
pokazala, da lahko elektri¢ni pulzi povzrocijo
znatno, a reverzibilno povisanje prepustnosti
membrane, ki ga lahko uporabimo za vnos
snovi v celico. Njune ugotovitve predstavljajo
mejnik v raziskovanju elektroporacije, saj so
vzbudile zanimanje SirSega kroga raziskoval-
cev, eksperimentalni podatki pa so se nato
priceli kopiciti hitreje in bolj sistematicno.
V nadaljevanju bomo pregledali razlicne meto-
de raziskovanja elektroporacije in rezultate,
dobljene z njimi.

Prve sistemati¢ne raziskave elektropo-
racije so temeljile na meritvah elektri¢nih
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lastnosti membrane med izpostavitvijo elek-
tri¢nim pulzom. Te meritve so pokazale, da
v primeru, ko napetost na membrani prese-
Ze doloceno kriti¢no vrednost (med 0,2V in
1V, odvisno od vrste celic in eksperimentalnih
pogojev), Ze nekaj mikrosekund po zacetku
elektri¢nega pulza zaznamo spremembo pre-
vodnosti in kapacitivnosti membrane (30-32).
Prevodnost membrane se poveca za vec tisoc-
krat, zaCetno povecanje kapacitivnosti pa
znasa le nekaj odstotkov, kar kaZe, da elektro-
kompresija membrane ne igra znatne vloge pri
elektroporaciji. Ce pulzi niso predolgi, se po nji-
hovem koncu kapacitivnost in prevodnost
membrane postopoma vrneta v zacetno stanje.

Raziskave na celicah so pokazale, da gre
vedji del poviSanja prevodnosti pripisati lipidne-
mu delu membrane, tako da tudi denaturacija
membranskih proteinov nima pomembne;j-
Sega vpliva na elektroporacijo (32, 33).

Ve¢ raziskovalcev je poizkusalo elektro-
poracijo opazovati pod mikroskopom. Danes
vemo, da neposredno opazovanje por ni mogo-
Ce, saj so premajhne tudi za najvisje locljivosti
elektronskih mikroskopov. Zato preostane
le posredno opazovanje, pri katerem sprem-
ljamo enega od pojavov, ki so posledica
elektroporacije. Tako lahko s katerim od
potenciometri¢nih barvil, ki se vgradijo
v membrano, opazujemo spremembe mem-
branske napetosti (glej npr. sliki 2 in 3),
s katerim od vodotopnih (ponavadi fluores-
centnih) barvil pa lahko opazujemo pretok
snovi skozi membrano. Ce v celico vnesemo
barvilo, ki fluorescira le ob prisotnosti doloce-
nih ionov, za katere je membrana neprepustna
(pogosto Ca?"), v zunajceli¢ni prostor dodamo
raztopino teh ionov, nato pa celice elektro-
poriramo, lahko opazujemo vnos ionov
v celico (34). Primer tak$nega poizkusa
prikazuje slika 5. Druga mozZnost je, da
v zunajceli¢ni prostor dodamo barvilo, ki ne
prehaja skozi membrano, ¢e ta ni elektropo-
rirana, nato pa celico elektroporiramo in
opazujemo vnos tega barvila.

Pri opazovanju membranske napetosti je
pomembno, da uporabimo barvilo, ki se odzi-
va dovolj hitro, saj spremembe membranske
napetosti nastopijo Ze v prvih mikrosekundah
po zacetku elektri¢nih pulzov. Na ta nacin so
ugotovili, da Ze v manj kot mikrosekundi po
zaCetku pulza membranska napetost dobi
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Slika 5. Pretok kalcijevih ionov v celice Hela (humani karcinom), prifrjene na podlago, pri izpostavitvi razlicnim jakostim elektrichega
polia med 200V,/cm in 600 V,/cm. Uporablieno je bilo fluorescentno barvilo Fura-2 AM, ki je aktivio le v notranjosti celice in fluorescira
ob vezavi na ione Ca?*. Vidimo, da se z visanjem jakosti polja povecuje dele? celic, pri katerih pride do elektroporaciie, pa tudi vnos
kalcija v fe celice.

komponento kosinusne oblike, kot to pred-
videva Schwanova enacba. Ce je napetost
dovolj visoka, se kosinusna porazdelitev na
podrodjih, kjer presega doloceno kriticno
vrednost, v naslednjih nekaj mikrosekundah
spet znizZa, kar odraza zacetek elektroporaci-
je tistega podro¢ja membrane (35, 36).

Ce Zelimo opazovati pretok snovi skozi
membrano, hitrost barvila ni tako pomembna.
Za opazovanje pretoka ionov je pomembno
predvsem, da barvilo, ki fluorescira ob pri-
sotnosti teh ionov, prehaja skozi membrano
tudi tedaj, ko ta ni elektroporirana, saj mora
barvilo v celico vstopiti Ze pred elektropora-
cijo, ki jo Zelimo opazovati. Kadar opazuje-
mo vnos barvila samega, pa je pogoj ravno
nasproten — barvilo ne sme prehajati skozi
membrano, e ta ni elektroporirana.

Z meritvami polarizacije absorbirane in
odbite svetlobe je mogoce oceniti tudi orien-
tacijo glav lipidnih molekul v membrani. Neu-
mann s sodelavci (37) je na ta nacin ugotovil,
da prve spremembe polarizacije svetlobe
nastopijo v prvih mikrosekundah po zacetku
pulza. Njihove meritve tudi nakazujejo, da
v Casu teh sprememb v lipidni dvosloj vdre
dolocena kolicina vode, kar vidijo kot dokaz
za nastanek hidrofilnih por (prehod iz B v C
na sliki 4). Te naj bi obsegale med 0,02 in 0,2 %
celotne povr§ine membrane, odvisno od inten-
zivnosti elektroporacije (torej od jakosti in tra-
janja napetostnih pulzov).

Ce poizkuse izvajamo na vedji populaciji
celic, Zelimo doseci ¢im vecji deleZ taksnih
celic, ki so elektroporirane in nato okrevajo.
Hkrati je pogosto zazeleno, da je tudi vnos
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Slika 6. Primerjava deleZa elektroporiranih celic, preZivelih celic (tistih, ki okrevajo) in povprecnega vnosa barvila Lucifer Yellow (LY)
v celico pri izpostavitvi enemu ali osmim pulzom dolzine 100 ps ali 1000 s in pri razlicnih jakostih (razmerjih med napetostjo na
elektrodah in razdaljo med njima) pulzov. Grafi kaZejo, da lahko z osmimi pulzi doseZemo znatno visji vnos kot z enim samim pulzom.

Glede na namen poizkusov je optimalna jakost pulzov tista, ki ustreza vihu krivulie vnosa (za cim visji povprechi vios), ali pa presecisty

med krivuliama elekiroporacije in preZivetia (za cim vec celic z vnosom). Na grafih je pri osmih pulzih dolZine 100 ps o presecisce
visje kot pri osmih pulzih 1000 s, zato je v teh pogojih najbolje uporabiti osem pulzov dolzine 100 ps in jakosti 1200V./cm.

snovi ¢im vedji. V splosnem velja, da inten-
zivnost elektroporacije — s tem pa tudi vnos
snovi — nara$ca z vianjem jakosti in trajanja
elektri¢nega pulza, ¢e uporabimo ve¢ pulzov,
pa tudi s Stevilom pulzov. Vendar z viSanjem

vsakega od teh parametrov narasca tudi delez
celic, ki izpostavitve ne preZivijo oziroma po
njej ve€ ne okrevajo popolnoma. Skozi ve¢ kot
desetletje eksperimentalnega dela $tevilnih
skupin po svetu so nastala okvirna priporo-
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Cila glede napetosti, trajanja in tevila pulzov,
pri katerih doseZemo optimalno razmerje
med $tevilom elektroporiranih in preZivelih
celic (38-40). V eksperimentalnih pogojih
in vitro se tako za vnos manjsih molekul pogo-
sto uporablja osem pulzov, od katerih vsak
traja 100 us, sledijo pa si v razmikih 1s.

Pri vnosu vedjih elektri¢no nabitih mole-
kul igra pomembno vlogo tudi elektroforeza,
torej vlecna sila, s katero elektri¢no polje delu-
je na nabite delce. Za zadovoljiv vnos molekul,
kakrsna je na primer DNA, so zato potrebni
dalj8i pulzi kot v primeru manjsih molekul.
Tako se v zadnjem Casu v genski terapiji uve-
ljavljajo postopki, v katerih krajsemu pulzu
(nekaj sto mikrosekund) z visoko napetost-
jo sledi daljsi pulz (nekaj deset milisekund)
z nekajkrat niZjo napetostjo (41-43).

Napetost na elektrodah, pri kateri dose-
Zemo najboljse rezultate, je odvisna od tega,
kako dale¢ narazen sta elektrodi. Schwanova
enacba namrec pove, da je vsiljena membran-
ska napetost sorazmerna jakosti elektricnega
polja, ki mu je celica izpostavljena, ta jakost
pa je sorazmerna napetosti med elektrodama
in pribliZzno obratno sorazmerna z razdaljo
med njima. Ce sta elektrodi plod¢ati in njuna
velikost znatno presega razdaljo med njima,
je razmerje med napetostjo in razdaljo med
elektrodama dober pribliZek jakosti elektric-
nega polja; Ce je U napetost med elektrodama
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