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Gene expressions after gene
electrotransfection with electric pulses of
different durations — experiments and
model

Abstract. Transfection is defined as the transfer of
foreign genetic material, most often in the form of DNA
or RNA, into target cells. When genetic material is
inserted into cells by electroporation, we speak of gene
electrotransfection (GET). In the present study, we
observed the effectiveness of GET with monopolar
electrical pulses lasting 100 ws and short, 2 us lasting,
bipolar electrical pulses under in vitro conditions for five
days. The mathematical model proposed by Wang et al.
[7] was fitted to the experimental results. The parameters
of the model obtained for the applied electric pulse
protocols were compared. The model results suggest that
the transfer of pDNA molecules inside the cell using
short, 2 us lasting bipolar electrical pulses is more
efficient than the transfer of pPDNA molecules inside the
cell using monopolar electrical pulses lasting 100 zs.

1 Uvod

Transfekcija je definirana kot prenos tujega genskega
materiala, najpogosteje v obliki DNK ali RNK, v tar¢ne
celice. Za uspesno transfekcijo morajo molekule RNK
priti v citoplazmo celice, molekule DNK pa v celi¢no
jedro, da lahko pride do njihove ekspresije. Na ta nacin
je mogoce utiSati delovanje okvarjenega gena, ga
zamenjati ali pa utiSati izrazanje prevec¢ izrazenega gena.
Metodo lahko uporabimo za tvorbo terapevtskega
proteina, ki kodira vnesena nukleinska Kislina, ali
pridobitev celic z novimi funkcijami [1, 2].

V taréne celice lahko gene vnaSamo z naravnimi
vektorji — virusi in z nevirusnimi metodami, tako v
pogojih in vitro, ex vivo kot in vivo. Pri virusnih metodah
je najprej potrebno virusni genom z odstranitvijo
nekaterih delov spremeniti, da postane nenevaren. V
uporabi so Stevilni virusni vektorji, kot so: retrovirusi,
adenovirusi in  njim podobni vektorji, lentivirusi,
proxvirusi idr. Uporabo virusnih metod omejuje pogost
nastanek mutacij in visoka stopnja imunogenosti, Ki
lahko povzroci vnetni odziv [2].

Med nevirusne metode vnosa genov sodijo fizikalne
in biokemi¢ne metode ter vbrizganje plazmidne DNK. S
fizikalnimi metodami povecamo prepustnost celi¢ne
membrane, kar olajSa vstop DNK v tarne celice.
Uporabimo lahko mehansko, elektri¢no, ultrazvocno,
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hidrodinamsko ali lasersko energijo. Biokemi¢ne metode
za vnos DNK uporabljajo komplekse, ki v celico vstopijo
z endocitozo. Kompleksi so sestavljeni iz negativno
nabitih nukleinskih kislin in polikationskih nanomernih
del¢kov, bodisi kationskih liposomov ali kationskih
polimerov. Biokemi¢ne metode so manj toksi¢ne in
zagotavljajo dolgotrajno izrazanje vnesenih proteinov, a
imajo slabo ucinkovitost [3]. Plazmidi so prisotni v
bakterijah kot gola DNK. Plazmidi sami ne morejo
vstopati v taréne celice, zato je za vnos potrebna pomoc
tarne celice ali pa dodatna energija, ki jo lahko
zagotovijo fizikalne metode. Ena izmed njih je
elektroporacija, pri kateri za povecanje prepustnosti
celi¢ne membrane uporabljamo elektriéne pulze.

Kadar z elektroporacijo vstavljamo v celice DNK ali
RNK, govorimo o genski elektrotransfekciji (GET). V
medicini so najbolj obetavne aplikacije GET cepljenje z
DNK ali RNK in genska terapija. GET je Ze bila uspe$no
opravljena na razli¢nih tkivih, npr. na skeletni in sréni
misici, kozi, tumorjih, jetrih, pljucih, ledvicah,
mozganih, mreznici, roZenici [1]. Rezultati Studij
potrjujejo, da so DNK cepiva z uporabo elektroporacije
varna in omogocajo dober odziv imunskega sistema,
elektrogenska terapija pa je ucinkovita in brez resnih
stranskih u¢inkov.

GET je uspesna, le kadar je plazmidna DNK (pDNK)
prisotna v okolici celice pred dovajanjem elektri¢nih
pulzov. Le-ti imajo dvojno vlogo; povzro¢ijo nastanek
prepustnih mest na celiéni membrani in zagotovijo
elektroforezo negativno nabitih molekul pDNK v
elektricnem polju, ki olajsa stik med celicno membrano
in pDNK. Stik med celi¢cno membrano in molekulami
PDNK je namre¢ pogoj za uspeino GET. Ce so prepustna
mesta na celiéni membrani dovolj velika, lahko majhne
molekule pDNK (< 15 bp [4]) vstopijo v celico z
elektroforezo. Velike molekule pDNK tvorijo med
dovajanjem elektricnih pulzov na celicni membrani
skupke, ki po aplikaciji elektri¢nih pulzov vstopijo v
celico z endocitozo [1].

Uspesnost GET je odvisna od uporabljenih
elektriénih parametrov, kot so amplituda pulzov, njihovo
trajanje, Stevilo ter frekvenca ponavljanja. Ker je
elektroforeza vkljudena pri nastajanju skupkov pDNK na
celi¢ni membrani, so za GET priporoceni dlje trajajoci
elektri¢ni pulzi, od nekaj do ve¢ 10 ms.

Najpomembnejsi nezeleni stranski ucinek GET v
klini¢nih aplikacijah je stimulacija motori¢nih in
senzori¢nih nevronov, ki privede do mi$i¢nega kréenja in
bolecine. Uporaba kratkih monopolarnih ali bipolarnih
elektri¢nih pulzov (od nekaj 100 ns do nekaj ps), ki si



sledijo z visoko frekvenco (ve¢ kot 100 kHz), znatno
zmanj$a miSi¢ne kontrakcije in bole¢ino [5, 6], zato so
raziskave uspesnosti GET s tovrstnimi elektri¢nimi pulzi
postale zanimive.

GET je zapleten velstopenjski proces. Vkljucuje
interakcijo pDNK s celiéno membrano, prenos skozi
celiéno membrano, migracijo skozi citoplazmo, prehod
skozi jedrski ovoj in na koncu Se gensko ekspresijo.
Podrobno dogajanje med posameznimi stopnjami GET ni
v celoti poznano, zato si pri razlagi pomagamo tudi z
matemati¢nimi modeli [7].

V priéujoéi $tudiji smo pet dni opazovali u¢inkovitost
GET s klasi¢nimi monopolarnimi elektri¢nimi pulzi, Ki
trajajo 100 ps, ter kratkimi, 2 ps trajajo¢imi, bipolarnimi
elektriénimi pulzi v pogojih in vitro. Eksperimentalnim
rezultatom smo prilagodili matemati¢ni model, ki ga je
predlagal Wang s sodelavci [7], in primerjali parametre
modela pri uporabljenih protokolih elektri¢nih pulzov.

2 Metode
2.1 Celice

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili celi¢no linijo
misjih mioblastov, C2C12. Celice smo 2-4 dni gojili v
posodicah s povrsino 25-150 mm? (TPP, Switzerland) v
inkubatorju (Kambi¢, Slovenia) pri 37°C, in atmosferi z
10% CO,. Rastni medij, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (Sigma Aldrich, Germany), smo
obogatili z 10% govejim serumom (Sigma Aldrich,
Germany), L-glutaminom (StemCell, Canada) in
antibiotikoma  penicilinom/streptomicinom  (PAA,
Austria) in gentamicinom (Sigma Aldrich, Germany). Za
poskuse smo celice tripsinizirali v eksponentni fazi rasti
(5 g tripsina/2 g EDTA v 0.9% NaCl (Sigma Aldrich,
Germany), 10 x razredéen v Hankovi solni raztopini
(Sigma Aldrich, Germany). Tripsin in rastni medij smo
iz celi¢ne suspenzije odstranili s centrifugiranjem (180 g,
5 min pri sobni temperaturi (Sigma 3-15 K, UK)).
Celi¢no usedlino smo resuspendirali v rasthem mediju,
da smo dobili koncentracijo 2 x 106 celic/ml.

2.2 Genska elektrotransfekcija

200 pl celicne suspenzije smo odmerili Vv
elektroporacijsko kiveto z razdaljo med elektrodama 2
mm (VWR International, Belgium) in dodali plazmid
PEGFP-N1 (4.7 kb, Clontech Laboratories Inc., USA) s
kon¢no  koncentracijo 500 ug/ml. Monopolarne
pravokotne pulze trajanja 100 ps smo generirali z
laboratorijskim  prototipnim  pulznim  generatorjem
(LBK, Univerza v Ljubljani) [8]. Generirali smo 8 pulzov
z amplitudo 250 V, ki so si sledili s frekvenco 1 Hz.
Kratke bipolarne elektri¢ne pulze (HFBP) smo generirali
s prototipnim pulznim generatorjem L-POR (mPOR,
Slovenija). Bipolarni pulzi in pavza med pozitivnim in
negativnim pulzom so trajali 2 ps. Generirali smo 100
pulznih vlakov, v vsakem vlaku pa 32 pulzov. Pulzni
vlaki so si sledili s frekvenco 1 Hz [8]. Amplituda
pozitivnih in negativnih pulzov je bila 250 V. V obeh
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primerih smo aplikacijo elektri¢nih pulzov spremljali z
ustreznim osciloskopom.

Po aplikaciji elektri¢nih pulzov smo v kiveto dodali
50 ul govejega seruma in vzorec inkubirali 5 min pri
37°C. Vzorec smo razdeli na 14 delov, ki so vsebovali
razli¢no Stevilo celic (od 1x10° do 5x10%), in jih nasadili
na plos¢e s 24 posodicami (TPP, Switzerland). Plosce
smo pet dni hranili v inkubatorju (37°C, 5% CO2) in
vsakih 8 ur tripsinizirali celice v posodici z nasajenim
ustreznim Stevilom celic. Tripsinizirane celice smo
resuspendirali v 200 pl PBS in dolog¢ili delez celic z
izrazenim zelenim fluorescentnim proteinom s preto¢nim
citometrom (Attune NxT, USA) z uporabo laserske
svetlobe z valovno dolzino 488 nm in pasovnim filtrom
530/30 nm. Med vsako meritvijo smo zabeleZili 10000
dogodkov. Podatke smo analizirali s programskim
orodjem Attune NXT software.

2.3 Model genske elektrotransfekcije

Stevilo molekul pDNK, ki vstopijo v celice, ni enako pri
vseh celicah. Odvisno je od razli¢nih dejavnikov, kot je
lokacija celice in molekul pDNK v transfekcijskem pufru
ter proces celiénega privzema skupkov molekul pDNK.
Wang in sodelavci [7] so zasnovali model, ki kot osnovni
mehanizem privzema molekul pDNK predvideva
endocitozo. Model transporta pPDNK v celici so povzeli s
sedmimi diferencialnimi ena¢bami:

d(Dendosom) _

dt = _kl X Dendasom ’ (1)
d(Deitosor)
% = k1 X Dengosom — k2 X Decitosor —
- k3 X Dcitosol ’ (2)
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% =ks X Dlypc — ke X Dljearo ©)
d(Djearo)
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Kjer je Dendosom Stevilo pDNK molekul v endosomih,
Deitosol Stevilo pDNK v citoplazmi, Dlgitosor ~ Stevilo
skupkov pDNK in importnega proteina v citoplazmi,
Dlnec Stevilo skupkov pDNK in importnega proteina na
jedrski ovojnici, Dljero Stevilo skupkov pDNK in
importnega proteina v jedu, Djedro Stevilo pDNK v jedru,
P stevilo proteinov z izrazenim pDNK genom in ki (i = 1,
..., 8) hitrostne konstante. Pomen hitrostnih konstant je
podan v tabeli 1.

Eksperimentalno izmerjeno mediano fluorescence, ki
je sorazmerna z mediano $tevila kopij pDNK v celicah,
Smo normalizirali glede na najvec¢jo vrednost, ki je bila



dosezena 24 h po aplikaciji elektriénih pulzov s
protokolom 8 x 100 ps. V programskem okolju Matlab
smo pripravili program za reSevanje opisanega sistema
diferencialnih  enacb. Zacetne  vrednosti  vseh
spremenljivk smo postavili na vrednost 0, razen
spremenljivke Dendosom, ki predstavlja normalizirano
zaGetno $tevilo molekul pDNK, ki ob GET vstopi v
celico. Ker smo v eni od predhodnih $tudij pokazali [9],
da je fluorescenca skupkov pDNK na celi¢ni membrani
ob uporabi protokola elektri¢nih pulzov 8 x 100 us
znatno vecja, kot ob uporabi protokola elektri¢nih pulzov
HFBP, smo predpostavili, da je zaCetna vrednost
spremenljivke Dendosom v primeru protokola elektri¢nih
pulzov HFBP manjsa od zadetne vrednosti Dendosom v
primeru protokola elektricnih pulzov 8 x 100 ps.
Hitrostne konstante ki smo dolo¢ili za oba protokola
elektriénih pulzov s prilagajanjem reSitve sistema
diferencialnih  enatb za  spremenljivko  Djedro
normaliziranim vrednostim mediane fluorescence v
posameznih ¢asovnih trenutkih.

Tabela 1. Opis pomena hitrostnih konstant in njihove
vrednosti pri uporabljenih protokolih elektri¢nih pulzov

Opis (enota) 8x100 us | HFBP

ki | Zapuscanje 2,602 0,533
endosoma (%)

k2 | Formiranje skupkov
pDNK in 1,228 0,851
importnega proteina
(h)

ks | pDNK razpad (h'%) 0,022 0,013

ks | Vezava skupkov
pDNK in proteina na 1000 1000
jedrsko ovojnico
(h)

ks | Vstop skupkov 0,080 0,138
pDNK in proteina v
jedro (h})

ke | Razpad skupkov in
lo¢itev pDNK od 1000 1000
proteina (h'l)

k7 | Sinteza proteina z 0,010 0,010
izrazenim genom
()

ks | Razgradnja proteina | 7,7 x10% | 7,7x10*
()

3 Rezultati

Hitrostne konstante ki, doloene za oba protokola
elektriénih pulzov, so podane v tabeli 1.

Na sliki 1 so prikazane normalizirane vrednosti
mediane fluorescence celic C2C12 z izraZenim zelenim
fluorescentnim proteinom v odvisnosti od casa, ki je
potekel od aplikacije protokola elektri¢nih pulzov 8 x
100 ps. Najvecja vrednost je dosezena po 24 h. Na sliki
1 je prikazan tudi ¢asovni potek normalizirane vrednosti
spremenljivke Djedro. Casovni poteki normaliziranih
vrednosti preostalih spremenljivk modela so prikazani na
sliki 2.
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Na sliki 3 so prikazane normalizirane vrednosti
mediane fluorescence celic C2C12 z izraZenim zelenim
fluorescentnim proteinom v odvisnosti od casa, ki je
potekel od aplikacije protokola elektriénih pulzov HFBP.
Tudi pri tem protokolu elektriénih pulzov smo najvecjo
vrednost fluorescence dosegli po 24 h. Na sliki 3 je
prikazan tudi Casovni potek normalizirane vrednosti
spremenljivke Djedro. Casovni poteki normaliziranih
vrednosti preostalih spremenljivk modela v odvisnosti od
Casa, ki je potekel od aplikacije protokola elektri¢nih
pulzov HFBP, so prikazani na sliki 4.
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Slika 1. Normalizirane vrednosti mediane fluorescence celic
C2C12 z izrazenim zelenim fluorescentnim proteinom v
odvisnosti od ¢asa, ki je potekel od aplikacije protokola
elektri¢nih pulzov 8 x 100 ps, 1 Hz, 1,25 kV/cm (*) in krivulja
(-), ki podaja vrednosti spremenljivke Djedro v odvisnosti od
casa.
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Slika 2. Normalizirano $tevilo molekul pDNK v celiénih
strukturah v odvisnosti od Casa, ki je potekel od aplikacije
protokola elektri¢nih pulzov 8 x 100 us, 1 Hz, 1,25 kV/cm. De
je normalizirano stevilo pDNK molekul v endosomih, Dcy
normalizirano $tevilo pDNK v citoplazmi, DIcy normalizirano
Stevilo skupkov pDNK in importnega proteina v citoplazmi,
Dinpc normalizirano $tevilo skupkov pDNK in importnega
proteina na jedrski ovojnici, DIn normalizirano $tevilo skupkov
pDNK in importnega proteina v jedu, Dn normalizirano Stevilo
pDNK v jedru in P normalizirano $tevilo proteinov z izraZzenim
pDNK genom.

4  Razprava

V $tudiji smo primerjali u¢inkovitost GET v pogojih in
vitro z dvema protokoloma elektri¢nih pulzov;
8 x 100 ps, 1 Hz in HFBP. Eksperimentalnim rezultatom



— mediani fluorescence celic v odvisnosti od ¢asa, ki je
potekel od aplikacije elektriénih pulzov — smo prilagodili
matemati¢ni model, ki ga je predlagal Wang s sodelavci
[7] in primerjali parametre modela med uporabljenima
protokoloma elektri¢nih pulzov.
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Slika 3. Normalizirane vrednosti mediane fluorescence celic
C2C12 z izrazenim zelenim fluorescentnim proteinom V
odvisnosti od ¢asa, ki je potekel od aplikacije protokola
elektri¢nih pulzov HFBP, 1,25 kV/cm (*) in krivulja (-), ki
podaja vrednosti spremenljivke Djedro v odvisnosti od Casa. .
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Slika 4. Normalizirano 3tevilo molekul pDNK v celi¢nih
strukturah v odvisnosti od Casa, ki je potekel od aplikacije
protokola elektricnih pulzov HFBP, 1,25 kV/cm. De je
normalizirano Stevilo pDNK molekul v endosomih, Dcy
normalizirano $tevilo pDNK v citoplazmi, DIcy normalizirano
Stevilo skupkov pDNK in importnega proteina v citoplazmi,
Dinpc normalizirano $tevilo skupkov pDNK in importnega
proteina na jedrski ovojnici, DIn normalizirano stevilo skupkov
pDNK in importnega proteina v jedu, Dn normalizirano stevilo
pDNK v jedru in P normalizirano $tevilo proteinov z izrazenim
pDNK genom.

Pri obeh protokolih elektriénih pulzov so bile celice
izpostavljene  enaki  jakosti elektricnega  polja
(1,25 kV/cm) ob prisotnosti enake koncentracije pDNK
(500 pg/ml). Eksperimentalni rezultati so pokazali, da z
uporabo obeh protokolov elektri¢nih pulzov najveéjo
vrednost fluorescence dosezemo po 24 h, vendar je
najvecdja vrednost fluorescenca pri protokolu elektri¢nih
pulzov HFBP le 70 % najveéje vrednosti fluorescence
dosezene s protokolom elektri¢cnih pulzov 8 x 100 ps.
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Rezultat nakazuje, da $tevilo kopij pDNK v celicah, ki so
bile transfecirane s protokolom elektriénih pulzov HFBP,
znaSa le 70 % Stevila kopij pDNK v celicah, ki so bile
transfecirane s protokolom 8 x 100 ps.

Prilagoditev modela eksperimentalnim rezultatom je
pokazala, da najbolj$e ujemanje dobimo v primeru, ko je
zaGetna vrednost Dendosom za protokol elektri¢nih
pulzov HFBP le polovica zaéetne vrednosti Dendosom
uporabljene pri protokolu elektri¢nih pulzov 8 x 100 ps.
Rezultati modela torej nakazujejo, da kljub temu, da pri
protokolu elektri¢nih pulzov HFBP vstopi v celico le
polovica molekul pDNK v primerjavi s protokolom
elektriénih pulzov 8 x100 ps, je stevilo kopij pDNK v
celicah kar 70 % Stevila kopij pDNK v celicah, ki so bile
transfecirane s protokolom 8 x 100 ps. Rezultati modela
nakazujejo, da je prenos molekul pDNK znotraj celice ob
uporabi protokola elektricnih pulzov HFBP bolj
uc¢inkovit, kot ob uporabi protokola elektri¢nih pulzov
8 x 100 ps. Iz primerjave hitrostnih konstant modela
lahko zaklju¢imo, da pri protokolu elektriénih pulzov
8 x 100 ps molekule pDNK hitreje zapuscajo endosome
(k1) in se hitreje spajajo v skupke z importnim proteinom
(k2), vendar pa je vstop skupkov v jedro (ks) pocasnejsi.
Ostali procesi v celicah potekajo priblizno enako hitro pri
obeh uporabljenih protokolih elektri¢nih pulzov.
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