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Klju~ne besede
elektroporacija
genska terapija
zdravljenje z zdravili

Izvle~ek. Elektroporacija je pojav, pri katerem
se zaradi prisotnosti elektri~nega polja za~asno
pove~a prepustnost celi~ne membrane. Ob po-
ve~ani prepustnosti lahko v celico vstopijo raz-
li~ne majhne in velike molekule, za katere je sicer
celi~na membrana nepremagljiva ovira. Na elek-
troporacijo vplivajo {tevilni dejavniki. Kako bo
elektroporacija potekala, je odvisno od parame-
trov, ki dolo~ajo elektri~no polje: elektri~ne polj-
ske jakosti, trajanja posameznega pulza, {tevila
in frekvence pulzov, pa tudi od drugih fizikalnih
dejavnikov, na primer temperature, prevodnosti
poracijskega medija, ozmotskega tlaka in popol-
nosti celi~nega skeleta. Z elektri~nim poljem
lahko pove~amo prepustnost celi~ne membra-
ne vsaki celici. Elektri~no polje nizkih jakosti ne
prizadene celi~nega pre`ivetja ali celi~nih orga-
nelov in povzro~i le minimalne motnje membran-
skih funkcij. Te lastnosti so vzrok njene {iroke
uporabnosti. Elektroporacija je pojav, ki ga s pri-
dom uporabljajo v biokemi~nih in celi~nih labo-
ratorijih, ~edalje ve~je pa so tudi njene mo`nosti
za uporabo pri klini~nem delu.
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Abstract. Electroporation is a process, which
causes transient high-permeability of the cell
membrane due to application of electric field. In
the state of high-permeability, membrane allows
different kinds of small and large molecules to be
introduced into the cytoplasm, although the cell
plasma membrane represents a formidable bar-
rier for them in its normal state. Electroporation
is governed by many parameters. Parameters of
applied electric field which affect electroporation
are the electric field strength, number of pulses,
duration of each pulse and applied frequency.
Electroporation is also affected by other para-
meters such as temperature, conductivity of the
poration medium, osmotic pressure and cytoske-
leton integrity. Transient high-permeability state
induced by applied electric field can be obtained
on each and every cell, it does not affect cell via-
bility, it does not affect cell organels and causes
minimal irregularities in membrane functions.
Therefore, applicability of electroporation is wide.
It is a phenomenon which is already widely used
in biotechnology cell biology and its importance
in clinical practice is growing.

Uvod

V uvodu k »bibliji« o elektroporaciji in elektrofuziji, knjigi Eberharda Neumanna in soav-

torjev z naslovom Electroporation and electrofusion in cell biology (1), pi{e: »Celice so

lahko zelo sme{ne. Le za malenkost jim spremenimo goji{~e ali ostale pogoje, v kate-

rih rastejo, in kot bi mignil, odmrejo. Lahko pa jih vzdra`imo z elektri~nim poljem, ki je

dovolj veliko, da bi ubilo konja, in po~ele bodo tako neverjetne stvari, da znanstveniki

o tem razpravljajo na konferencah, pi{ejo obse`ne knjige in govorijo o ~isto novi tehno-

logiji celi~ne manipulacije.«
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Zakaj spremembe zunanjega elektri~nega polja celice la`je prena{ajo kot spremembe

drugih dejavnikov svojega okolja? Kak{ne posledice, ~e sploh, pu{~a elektri~no polje

na pre`ivelih celicah? Znanost bo po~asi poiskala odgovora na ti dve vpra{anji.

Homogeno elektri~no polje deluje na nabite delce s silo, ki je sorazmerna elektri~ni polj-

ski jakosti. Nenabite delce sku{a elektri~no polje deformirati. V nehomogenem elektri~-

nem polju na nenabite delce deluje sila, ki povzro~i njihovo gibanje. Ta sila je odvisna

od kraja in je sorazmerna gradientu energije, le-ta pa je sorazmerna kvadratu elektri~-

nega polja. V elektri~nem polju lahko torej pride do gibanja celic, celice zaradi prisot-

nosti elektri~nega polja spremenijo obliko, se uredijo v verige in se v polju orientirajo …

Pulzirajo~e elektri~no polje povzro~i povezavo dveh lo~enih membran v eno, zlitje ce-

lic, pove~a prepustnost celi~ne membrane in membran celi~nih organelov. V rotirajo~em

elektri~nem polju se celice vrtijo. V tej gru~i pojavov, ki jih vzbudi elektri~no polje, se bo-

mo omejili na pove~anje prepustnosti celi~ne membrane; pojav, ki so ga poimenovali

elektroporacija (1) oziroma elektropermeabilizacija.

V petdesetih in {estdesetih letih se je pojavila vrsta publikacij, ki so opisovale, da zu-

nanje elektri~no polje lahko vsili velik membranski potencial na obeh polih celice. Ra-

ziskovalci so vedeli, da lahko zelo veliko elektri~no polje povzro~i celi~no smrt (2, 3).

Sale in Hamilton sta s poskusi na razli~nih bakterijah in eritrocitih ugotovila, da lahko

transmembranski potencial, ki dose`e kriti~no vrednost, povzro~i spremembe v struk-

turi membrane, katerih rezultat je izguba polprepustnosti. Kriti~no vrednost transmem-

branskega potenciala sta izra~unala iz povpre~nega premera celic in elektri~ne poljske

jakosti, ki je povzro~ila uni~enje 50 % celic v opazovani populaciji. Izra~unane vredno-

sti vsiljene spremembe transmembranskega potenciala so se pri vseh opazovanih ce-

licah vrtele okrog enega volta (4). Proti koncu sedemdesetih so odkrili, da elektri~no polje,

ki ga dovedemo v obliki zelo kratkega pulza, sicer poru{i polprepustno strukturo mem-

brane, vendar celica to lahko popravi in vzpostavi prvotno stanje (5). V za~etku osem-

desetih so se pojavila poro~ila, da lahko ob permeabilizaciji membrane v celico vstopijo

razli~ne majhne molekule, kot so ioni, barvila in sladkorji, kasneje pa tudi o vnosu raz-

li~nih makromolekul, kot so DNA in zdravila (6). V zadnjem ~asu je uporaba tega poja-

va skokovito narasla in se raz{irila, saj je pove~anje prepustnosti celi~ne membrane

z elektri~nim poljem neinvazivna, nekemi~na metoda, ki kakor ka`e, ne prizadene bio-

lo{ke strukture in funkcij celice. Ker gre za fizikalno metodo, je uporabna za vse vrste

celic, tj. bakterije, rastlinske in `ivalske celice.

Elektroporacija – opis pojava

Elektroporacija je pojav, pri katerem zaradi prisotnosti ̀ e kratkotrajnega visokonapetost-

nega elektri~nega pulza v celi~ni membrani nastajajo strukturne spremembe, najve~-

krat jih imenujemo kar »pore«. Ob zadostnem {tevilu le-teh in njihovi ustrezni velikosti

se pove~a prepustnost plazmaleme (slika 1). To pove~anje prepustnosti membrane omo-

go~i ionom, majhnim molekulam, zdravilom in makromolekulam, za katere je sicer ce-

li~na membrana nepremagljiva ovira, neposreden vstop v celi~no notranjost. Sprememba

prepustnosti je lahko ireverzibilna (celica odmre) ali reverzibilna in je posledica znatnih
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sprememb v strukturi membrane, katerih natan~ni molekularni mehanizmi {e vedno ni-

so dobro poznani. Obstaja sicer vrsta modelov (7), ki opisujejo te mehanizme, toda re-

zultati poskusov niso {e nobenega povsem potrdili.

Pove~anje prepustnosti celi~ne membrane z elektri~nimi pulzi lahko dose`emo tako na

celicah, ki rastejo v celi~ni suspenziji, kot tudi na tistih, ki rastejo v plasti, pritrjene na

steno posode; ex vivo na tkivih in celicah in in vivo na tkivih.

V splo{nem lahko spremembe v strukturi membrane opi{emo s preprosto shemo, ka-

kr{nih smo vajeni iz kemije (8):
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Slika 1. Elektroporacija in prepustnost membrane v odvisnosti od napetosti. A – zaradi prisotnosti kratko-
trajnega visokonapetostnega elektri~nega pulza nastajajo v membrani strukturne spremembe; najve~krat jih
imenujemo pore, pojav pa elektroporacija. B – {ele ko je {tevilo por in njihova velikost dovolj velika, se po-
ve~a prepustnost celi~ne membrane.

Za~etno stanje celi~ne membrane, ki ima nizko prevodnost v primerjavi z visoko pre-

vodnostjo citoplazme oziroma zunanjega medija, smo ozna~ili s C. Stanje pove~ane pre-

pustnosti membrane ozna~imo s P. Hitrostni koeficient elektroporacije je ozna~en s k
P
[E]

in je reda mikrosekund. Ko elektri~no polje izklju~imo, se za~ne membrana urejati na-

zaj v prvotno stanje; hitrost tega procesa opisuje koeficient k
R
. Koeficient k

R
je lahko tu-

di reda minut. ^e je elektroporacija povezana z vnosom snovi v celico ali izpu{~anjem

snovi iz celice, potem na ta na~in spremenjeno celico opi{emo s tretjim stanjem, ki smo

ga ozna~ili z X.

Zaradi zunanjega elektri~nega polja se transmembranski potencial spremeni v nekaj mi-

krosekundah (7, 9). ^e je sprememba transmembranskega potenciala dovolj velika, se

zaradi nje spremeni struktura membrane. Sprememba transmembranskega potenciala

je premosorazmerna jakosti elektri~nega polja in velikosti celice, ter je odvisna od polo-

`aja na membrani. ^im bolj pravokotno tokovnice elektri~nega polja prebadajo povr{i-

no celice, tem ve~ja je na tem mestu sprememba transmembranskega potenciala.
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Prepustnost celi~ne membrane nastopi pri pragovni vrednosti transmembranskega po-

tenciala. Ve~inoma prevladuje mnenje, da zna{a pragovna vrednost transmembranske-

ga potenciala pribli`no 1 V (10), ~eprav v literaturi omenjajo tudi ni`je vrednosti – okoli

200 mV (11).

Do kak{nih strukturnih sprememb pride v membrani zaradi prisotnosti elektri~nega po-

lja, nam zaenkrat ni znano. Najve~krat si jih predstavljamo kot nekak{ne pore v mem-

brani – od tu izraz elektroporacija (slika 2).

Strukturne spremembe v celi~ni membrani, ki nastanejo v prisotnosti elektri~nega po-

lja, so nekak{en tristopenjski proces (1). Pojavijo se ob pragovni transmembranski na-

petosti, ki seveda zahteva pragovno vrednost jakosti zunanjega elektri~nega polja.

Strukturne spremembe se med prisotnostjo zunanjega elektri~nega polja ve~ajo oziro-

ma mno`ijo. To so kratkotrajne spremembe v strukturi celi~ne membrane. Ko zunanje

elektri~no polje izklju~imo, se lahko kratkotrajne strukturne spremembe preuredijo v os-

novno stanje, ali pa v nekaj mikrosekundah zavzamejo stabilno konfiguracijo. Tako na-

stale spremembe imenujemo dolgotrajne, saj se le po~asi (tudi nekaj 10 minut) preuredijo

v izhodi{~no stanje (slika 2).

Pove~anje prepustnosti membrane, ki ga povzro~i elektri~no polje, omogo~a vstop v ce-

lico razli~nim molekulam, od preprostih ionov do makromulekul. Kako bo molekula pri{la
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Slika 2. Zelo preprosta shema por v membrani. Strukturne spremembe se med prisotnostjo zunanjega elek-
tri~nega polja ve~ajo oziroma mno`ijo. To so kratkotrajne spremembe v strukturi celi~ne membrane. Ko zu-
nanje elektri~no polje izklju~imo, se lahko kratkotrajne strukturne spremembe preuredijo v osnovno stanje,
ali pa v nekaj mikrosekundah zavzamejo stabilno konfiguracijo. Tako nastale spremembe imenujemo dolgo-
trajne, saj se le po~asi (nekaj 10 minut) preuredijo v izhodi{~no stanje.



v celico, pa je odvisno od njene velikosti, molekularne te`e in naboja (tabela 1). Danes

prevladuje mnenje, da so dolgotrajne spremembe v strukturi membrane nekak{ne vod-

ne poti (12), ki omogo~ajo ionom in majhnim molekulam (do nekaj kDa) vstop v celico.

Ko se pri~ne pove~evati prepustnost membrane, se vnos molekul pove~uje z vi{anjem

elektri~ne poljske jakosti in hitro dose`e najve~jo vrednost (plato) (slika 1B). Pri nizkih

jakostih elektri~nega polja je transport nadzorovan z nekim, od elektri~nega polja odvi-

snim procesom (13). Zaenkrat vseh zakonitosti tega procesa {e ne poznamo. Zaradi

nekaterih lastnosti bi lahko sklepali, da je neznani proces elektroozmoza (14); zaradi

drugih, da je elektroforeza (12). Pri vi{jih elektri~nih poljskih jakostih, to je tistih, pri ka-

terih dose`emo plato vnosa molekul, pa transport ni ve~ odvisen od jakosti elektri~ne-

ga polja (13). Tudi natan~na narava tega procesa ni poznana, lahko bi bila tudi preprosta

difuzija (7). Mnogi poskusi so namre~ pokazali, da se koncentraciji majhnih molekul v no-

tranjosti celice in v njeni okolici po elektroporaciji prakti~no ujemata (5, 15), kar podpi-

ra hipotezo, da je difuzija mo`na oblika transporta teh molekul. Ker lahko majhne

molekule dodamo v celi~no okolico tudi po aplikaciji elektri~nega polja, sklepamo, da

so za njihov vnos odlo~ilne dolgotrajne spremembe v celi~ni membrani, ki jih lahko pov-

zro~imo `e s kratkimi elektri~nimi pulzi (16).

Tabela 1. Molekule, ki jih zelo pogosto uporabljamo za {tudij elektroporacije. Predstavljene so njihove mo-
lekularne te`e in koli~ina molekul (glede na zunanjo koli~ino), ki lahko pride v notranjost uspe{no permea-
bilizirane celice ob optimalnih pogojih elektroporacije. PI – propidijev jodid, BLM – bleomicin in PAP –
ribosomska deaktivacijska beljakovina.

Molekula Molekularna te`a Koli~ina molekul v notranjosti

(Da) celice glede na zunanjo

koncentracijo (%)

Lucifer rumeno 457 100

PI 660 90

BLM 1500 30

Fragmenti oligonukleotidov 3000 20

PAP 30.000 10

FITC dekstran 70.000 << 1

Protitelesa 150.000 0,1

Makromolekule (protitelesa, encimi, nukleinske kisline, nekatera zdravila) vstopijo v ce-

lico le v primeru, ~e so prisotne `e med aplikacijo elektri~nega polja; sklepamo, da so

za njihov vnos odlo~ilne kratkotrajne spremembe v strukturi membrane (10). Makromo-

lekule zato potrebujejo dlje trajajo~e pulze ali ve~je {tevilo kraj{ih pulzov (1, 17). V lite-

raturi opisanih poskusih ni navedeno, da bi se koncentracija makromolekul v celi~ni

notranjosti izena~ila s koncentracijo makromolekul v celi~ni okolici. Mehanizem preno-

sa teh molekul se zelo verjetno razlikuje od preproste difuzije. Koliko makromulekul bo

med prisotnostjo elektri~nega polja pri{lo v celico, je odvisno od njihove molekularne

te`e; te`jih molekul bo v celico vstopilo manj kot la`jih (18).
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Vi{ja je jakost elektri~nega polja, ve~ celic je elektroporiranih. Toda hkrati se pove~uje

tudi dele` celic, ki jih mo~no elektri~no polje uni~i (slika 3). Kadar je jakost elektri~ne-

ga polja zelo velika, elektroporacije ne pre`ivi nobena celica. Celi~no smrt zaradi pri-

sotnosti mo~nega elektri~nega polja razlagata dve hipotezi (19):

• v nekaterih delih membrane nastane nenadna intenzivna sprememba v strukturi

membrane, ki povzro~i nastanek velike nepopravljive luknje v membrani;

• skozi za~asne pore v membrani ste~ejo tokovi v notranjost celice in iz celice, kar ta-

ko mo~no poru{i kemijsko ravnote`je, ki ga sicer vzdr`uje membrana, da celica te spre-

membe ne pre`ivi.

Zaenkrat sta to le hipotezi. Dodatne raziskave bodo pokazale, katera izmed obeh hipo-

tez je pravilna; lahko pa bo ~as obe ovrgel.

Dejavniki, ki vplivajo na elektroporacijo

Na elektroporacijo in pove~anje prepustnosti celi~ne membrane ter vnos eksogenih mole-

kul vplivajo {tevilni dejavniki. Na{e dana{nje znanje {e ni popolno, zato se bomo omejili
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predvsem na elektri~ne parametre, kot so jakost elektri~nega polja, trajanje pulza, {te-

vilo pulzov, frekvenca aplikacije pulzov in na nekatere druge dejavnike, za katere ̀ e vemo,

da vplivajo na elektroporacijo.

Parametri elektri~nega polja

Elektroporacijo celice dose`emo tako, da damo celico v elektri~no polje z ustrezno elek-

tri~no poljsko jakostjo. Elektri~na poljska jakost mora biti vi{ja od pragovne in hkrati do-

volj nizka, da plazmaleme ne po{koduje trajno.

Pri elektri~ni poljski jakosti, ki je vi{ja ali enaka pragovni, tako pove~anje {tevila pulzov

(slika 4), kot tudi podalj{anje trajanja pulzov (slika 5) izbolj{a u~inkovitost permeabili-

zacije; seveda le do nekega platoja, ki ga dose`emo `e pri relativno majhni vrednosti

tako trajanja kot {tevila pulzov (13, 20). Permeabilizacija je bolj u~inkovita, ~e je ~as med

posameznimi pulzi kraj{i (20). Pri vseh teh parametrih pa so seveda vrednosti omeje-

ne z njihovim vplivom na pre`ivetje celic. Vrednosti parametrov so odvisne od velikosti

celice, njene oblike, orientacije, gostote celic ipd. in se tako od celice do celice razliku-

jejo (12).
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Slika 4. Odstotek permeabiliziranih celic v odvisnosti od {tevila pulzov. Dol`ina enega pulza je bila 1 ms,
jakost elektri~nega polja med posameznim pulzom pa 900 V/cm. Celice CHO so bile pulzom izpostavljene
ob prisotnosti propidijevega jodida (20).



Drugi dejavniki

Temperatura

Elektroporacija ne spremeni temperature celic oziroma tkiva. Zaradi elektri~nega polja,

ki je prisotno le v kratkih ~asovnih intervalih, se temperatura visokoprevodnih medijev

dvigne pribli`no za 1°C, temperatura nizkoprevodnih medijev pa {e manj. Elektropora-

cija torej ni termalni pojav (19).

Vnos snovi v celico je bolj{i, ~e so celice pred aplikacijo elektri~nega polja pri tempera-

turi me{anice vode in ledu (4°C) (6). Na pre`ivetje celic ta sprememba temperature prak-

ti~no ne vpliva. Po aplikaciji elektri~nih pulzov je najprimernej{a inkubacijska temperatura

37°C, kar pove~a u~inkovitost poracije, pre`ivetje pa je pri tej temperaturi najve~je (21).

Prevodnost medija

Vpliv elektri~nega polja na povr{ino membrane posredujejo ioni v okoli{ki teko~ini

z medploskovno polarizacijo. Za uspe{no permeabilizacijo potrebujemo kon~no koncentra-

cijo ionov v okoli{kem mediju (8). V tipi~no nizkoprevodnih medijih se namre~ izrazito

zmanj{a vsiljeni transmembranski potencial. Za permeabilizacijo je zato potrebno elek-

tri~no polje vi{jih jakosti oziroma dlje trajajo~i pulzi (9). Vi{ja je koncentracija prostih ionov

v mediju, u~inkovitej{a bo poracija, saj je nagib krivulje odvisnosti {tevila permeabilizi-
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ranih celic v populaciji od jakosti elektri~nega polja bistveno bolj strm v visoko prevod-

nem kot v nizko prevodnem mediju (22).

Ozmotski tlak

Poskusi na celicah, ki rastejo v plasti pritrjene na dno posode, so pokazali, da ozmot-

ski tlak mo~no vpliva na pragovno vrednost jakosti zunanjega elektri~nega polja, ki je

bistveno ve~ja pri vi{jem ozmotskem tlaku (23). Tudi plato elektropermeabilizacije do-

se`emo pri ni`jem ozmotskem tlaku pri izrazito manj{ih vrednostih jakosti elektri~nega

polja kot pri vi{jem ozmotskem tlaku. Ni`ji je osmotski tlak, u~inkovitej{a je elektroper-

meabilizacija; saj je nagib krivulje odvisnosti {tevila permeabiliziranih celic v populaci-

ji od jakosti elektri~nega polja v tem primeru bistveno bolj strm. U~inkovitost

permeabilizacije je odvisna samo od ozmotskega tlaka med aplikacijo elektri~nih pul-

zov in ne od ozmotskega tlaka pred aplikaciji pulzov ali po njej. Na celice, ki jih porira-

mo v suspenziji, ima ozmotski tlak podoben vpliv, le pragovna vrednost jakosti zunanjega

elektri~nega polja naj bi bila neodvisna od ozmotskega tlaka (23).

Popolnost celi~nega skeleta

^e po{kodujemo celi~ni skelet, bodisi kemi~no ali s temperaturnim {okom, postanejo

tako imenovane dolgotrajne spremembe v strukturi membrane nestabilne (24).

Poskusi na eritrocitih so pokazali, da enourna inkubacija celic pri temperaturi 50°C pov-

zro~i spremembe v konformaciji spektrina in s tem v spektrinsko-aktinskem komplek-

su. Eritrociti so izgubili svojo zna~ilno obliko, postali so okrogli. Posledica temperaturnega

{oka je bil dvig praga elektri~ne poljske jakosti za elektroporacijo in nastanek le kratko

trajajo~ih strukturnih sprememb v celi~ni membrani, saj po zaklju~ku aplikacije elektri~-

nih pulzov ni bilo ve~ mogo~e zaznati sprememb v celi~ni notranjosti (24).

Tudi snovi, ki po{kodujejo mre`o spektrina in aktina, imajo na elektroporacijo podoben

u~inek; dolgo trajajo~e strukturne spremembe izginejo prej kot v minuti (24).

Podro~ja uporabe elektroporacije

Membrana je neprepustna za dolo~eno molekulo, ~e le-ta sama ne more skozi mem-

brano, in je izklju~ena iz vseh membranskih transportov. Permeabilizacija, povzro~ena

z elektri~nim poljem, ima nekaj prednosti pred drugimi biokemi~nimi metodami:

• lahko jo uporabimo na vsaki celici,

• ne prizadene celi~nega pre`ivetja,

• je specifi~na za plazmalemo in ne prizadene membran celi~nih organelov,

• povzro~i le minimalne motnje membranskih funkcij.

Opisane lastnosti so vzrok njeni {iroki uporabnosti. Z elektropermeabilizacijo vna{amo v ce-

lice gene in zdravila. V celi~no membrano vstavljamo beljakovine. Z njeno pomo~jo preu-

~ujemo aktivnosti encimov in vivo ter vna{amo v celice specifi~ne inhibitorje znotrajceli~ne

encimske aktivnosti. Preu~ujemo celi~no signalizacijo preko nadzora koncentracije ionov v ci-

tosolu (25, 26). Raziskujemo, na kak{en na~in virusi oku`ijo rastline. S pomo~jo elektri~nih
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pulzov vna{amo v telo zdravila preko ko`e in ex vivo antibiotike v krvne celice. Celi~ne

strukture ozna~ujemo s specifi~nimi ozna~evalci, ki sicer ne morejo v celico.

Poglejmo si nekatera na{teta podro~ja podrobneje.

Molekularna genetika

Kadar za vnos genskega materiala v celico uporabljamo postopek z visokonapetostni-

mi elektri~nimi pulzi, govorimo o elektrotransfekciji (27). Prvi~ je to metodo uporabil Neu-

mann leta 1982 na mi{jih fibroblastih (28). Danes metodo {iroko uporabljamo v molekularni

biologiji in genetiki, saj z njo lahko vnesemo DNA v vsako prokariontsko in evkariont-

sko celico. Postopek je enostaven, ponovljiv in zelo u~inkovit. V primerjavi z drugimi teh-

nikami, ki so danes v uporabi za vna{anje genskega materiala v `ive celice,

elektrotransfekcija povzro~i najmanj sprememb na ciljni celici in najmanj mutacij na gen-

skem materialu. Z elektroporacijo lahko vnesemo v celico izredno velike molekule DNA,

tudi desetkrat ve~je kot z drugimi metodami (29).

Visoko u~inkovitost metode dose`emo s pravilno izbiro dejavnikov, ki vplivajo na vnos

DNA. DNA mora biti prisotna v mediju `e pred nastopom elektri~nega pulza. Amplitu-

do in trajanje pulza moramo prilagoditi vrsti celic. Sprva so uporabljali eksponentno upa-

dajo~e pulze, ki jih generiramo na osnovi praznjenja kondenzatorja (30). Kasneje so za~eli

uporabljati pravokotne impulze, ki pa jih je te`je in dra`je generirati (5). Najuspe{nej{i

vnos DNA v celico dobimo s kombinacijo dveh pravokotnih pulzov (31). Prvi pulz je kra-

tek in ima visoko amplitudo. Povzro~i poracijo celice, vendar zaradi kratkega trajanja le

redko pride do vnosa DNA. Drugi pulz, ki prvemu lahko sledi po nekajsekundnem pre-

moru, pa je dolg, a ima nizko amplitudo. Ta pulz omogo~i molekulam DNA vstop v ce-

lico. Koli~ina molekul DNA v celici je sorazmerna naboju drugega pulza. Na ta na~in lahko

koli~ino molekul DNA v celici pove~amo za cel velikostni red. Vnos DNA v celico naj bi

torej potekal v treh korakih (31, 32) (slika 5):

• DNA se usmeri v elektri~nem polju,

• kationi spodbujajo pritrditev DNA na membrano – pride do nekak{nega medsebojne-

ga mehani~nega vpliva med DNA in poro,

• elektroforeza DNA v celico.

Zaenkrat menimo, da DNA vstopi v celico z elektroforezo. Zmanj{anje elektroforeti~ne

mobilnosti DNA, bodisi s pove~anjem viskoznosti medija bodisi z zmanj{anjem naboja

DNA, namre~ povzro~i manj{i vnos DNA v celico (27).

Gene lahko zelo u~inkovito vnesemo v celico tudi z izjemno kratkimi pulzi elektri~nega polja,

ki si sledijo zelo hitro; s frekvencami, ki jih uporabljamo pri prena{anju radijskih valov (17).

Elektrogensko zdravljenje

Z genskim zdravljenjem mutirani gen, ki dolo~a neko bolezensko stanje, zamenjamo z nor-

malnim. Da bi ta cilj dosegli, potrebujemo:

• gen, ki bo, ~e ga vstavimo v celico v relativno majhnih koli~inah, postal funkcionalen

in bo tako povzro~il izbolj{anje zdravja;

• na~in, kako klonirani gen vstaviti v celico, ne da bi jo pri tem po{kodovali.
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Danes poznamo kar nekaj genov, ki so za gensko zdravljenje primerni. Na~inov, s ka-

terimi vstavljamo gene v celico, je ve~. Najpogosteje so kot vektorji uporabljeni retrovi-

rusi. Vnos genov z retrovirusi je bistveno uspe{nej{a metoda kot elektroporacija (29).

Vendar imajo retrovirusi pomanjkljivost: retrovirus, ki pride v celico, se naklju~no vklju-

~i v genom in zato lahko povzro~i neza`eleno mutacijo. Pri elektroporaciji pa se elek-

troporirani geni rekombinirajo z njihovimi homolognimi gostiteljskimi geni. Celica ima novo

obliko gena prav na mestu mutiranega gena, zato je metoda zelo zanesljiva. [e ena pred-

nost elektroporacije obstaja: omogo~a lokalno gensko zdravljenje. S kombinacijo lokal-

no apliciranih pulzov visoke napetosti in vnosa genov v arterijo lahko gene vstavimo le

v celice `elenih organov in tkiv in vivo (33).

Elektrokemoterapija

Nekaj let za prvim uspe{nim vnosom genskega materiala v celico s elektroporacijo se

je rodila ideja, da bi na enak na~in v celico vnesli zdravila, ki sicer v celico le te`ko pro-

drejo ali pa vanjo sploh ne morejo. Ta problem je najbolj pogost pri zdravljenju rakavih

obolenj s kemoterapijo. Nekatera citotoksi~na zdravila namre~ le te`ko vstopijo v ce-

lico, kar pomeni, da potrebujemo visoko koncentracijo u~inkovine v bli`ini celice. Vi-

soke koncentracije v telesu pa povzro~ajo mo~ne stranske u~inke, ki so seveda

neza`eleni. Vnos zdravil v celice z elektroporacijo so poimenovali elektrokemoterapi-

ja (slika 6).

Za~etnika te nove veje sta Okino in Mohri (34), ki sta delala poskuse na podganah z umet-

no induciranimi tumorji. Uporabila sta le en elektri~ni pulz (10 kV), generiran z razelek-

tritvijo kondenzatorja, in bleomicin, ki sta ga 30 minut prej vbrizgala v mi{ico v bli`ini

LEBAR MA^EK A, SER[A G, ^EMA@AR M, MIKLAV^I^ D: ELEKTROPORACIJA

349

A

generator
elektri~nih
impulzov

elektrodi

tumor

B C

~as

Slika 6. Elektrokemoterapija tumorja. A – molekule v veno vbrizganega zdravila obkro`ijo tumorske celice.
B – pulz visoke napetosti povzro~i nastanek por v celi~ni membrani. Molekule zdravila vstopijo v celi~no
notranjost. C – pore se zaprejo. Molekule zdravila uni~ijo tumorske celice.



tumorja. Tumorji, ki so bili zdravljeni z elektrokemoterapijo, so se po nekaj dneh bistve-

no zmanj{ali, tumorji, zdravljeni samo s kemoterapijo ali elektroterapijo, pa ne (35). So-

~asno in neodvisno so tudi Belehradek Jr., Mir in Orlowski v Franciji naredili vrsto poskusov

na celi~nih kulturah in na `ivalih (mi{i). Ugotovili so, da se citotoksi~nost zdravil, ki sla-

bo prehajajo skozi celi~no membrano, z elektroporacijo bistveno pove~a. Citotoksi~nost

netropsina se na primer pove~a dvestokrat, citotoksi~nost bleomicina pa kar sedemsto-

krat (15, 36). Bistveno manj{i vpliv ima elektroporacija na zdravila, ki `e sama po sebi

hitro difundirajo skozi membrano (hipofilna zdravila, npr. aktinomicin D). Toksi~nost teh

zdravil se zaradi prisotnosti elektri~nega polja pove~a le tri- do petkrat (36). S poskusi

na imunsko kompetentnih in imunsko zavrtih mi{ih so ugotovili, da elektrokemoterapi-

ja spodbudi delovanje imunskega sistema; kon~ni uspeh elektrokemoterapije na imun-

sko zavrtih mi{ih je bil namre~ bistveno slab{i (37–40). Da z elektrokemoterapijo na neki

na~in vzbudimo sistemsko protitumorsko imunost, so potrdili tudi poskusi s celicami, ki

izlo~ajo interleukin-2 (IL-2) (41). Po elektrokemoterapiji so mi{kam vbrizgali gensko spre-

menjene histokompatibilne celice, ki izlo~ajo IL-2. To je povzro~ilo popolno ozdravitev

vseh z elektrokemoterapijo zdravljenih tumorjev in tudi netretiranih tumorjev, ki so bili

inducirani na kontralateralni strani `ivali. [e ve~, zdravljenje je prepre~ilo nastanek no-

vih tumorjev, kar so pokazali z vbrizganjem enakih tumorskih celic `ivalim, ki so jih oz-

dravili z elektrokemoterapijo.

Elektrokemoterapija je `e bila uspe{no uporabljena tudi v klini~ni praksi. Posebno pri-

merna je za zdravljenje tumorjev vratu in glave (42–48).

Z elektrokemoterapijo se ukvarjamo tudi v Sloveniji (Oddelek za tumorsko biologijo na

Onkolo{kem in{titutu in Laboratorij za biokibernetiko na Fakulteti za elektrotehniko). Re-

zultati na{ih poskusov in vitro in in vivo so podprli rezultate drugih raziskovalnih skupin

in tako smo tudi mi pripomogli k uveljavitvi elektrokemotrapije (49). [e posebno, ker smo

pokazali, da je elektrokemoterapija zelo uspe{na tudi s cis-diamindikloroplatinom II

(CDDP) in ne samo z bleomicinom, kot je bilo znano prej (47, 50). Posvetili smo se is-

kanju optimalnega tipa in polo`aja elektrod, s katerimi apliciramo elektri~ne pulze. Pred-

lagali smo tretiranje tumorja z ve~ strani, s spremembo orientacije elektrod med aplikacijo

elektri~nih pulzov (51). Eksperimentalne rezultate podpiramo z numeri~nimi izra~uni elek-

tri~nih polj v tumorjih (52, 53), s ~imer ̀ elimo prispevati k jasnej{i sliki dogajanja med elek-

trokemoterapijo (54). Elektrokemoterapijo smo kombinirali s so~asnim vnosom tumorskega

nekroznega dejavnika (TNF-α) (55). Rezultati poskusov so pokazali, da je na ta na~in

uporabljena koncentracija zdravila lahko ni`ja kot pri obi~ajni elektrokemoterapiji. Na On-

kolo{kem in{titutu smo elektrokemoterapijo uporabili tudi v klini~ni praksi. Pri dveh bol-

nikih (maligni melanom) smo uporabili elektrokemoterapijo z bleomicinom (46), pri {tirih

(maligni melanom, bazalni celi~ni karcinom in skvamozni karcinom) pa elektrokemote-

rapijo s CDDP (47). S slednjo smo dosegli popolno regresijo vseh zdravljenih tumorjev.

Vstavljanje beljakovin v celi~no membrano

Z visokonapetostnimi pulzi je mogo~e v celi~no membrano vstavljati beljakovine. Jakost

elektri~nega polja, v katerem so celice, mora biti ravno pod pragovno, ki je potrebna za

permeabilizacijo (56, 57).
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@e pred odkritjem vstavljanja beljakovin v celi~no membrano z visokonapetostnimi pulzi

so stekli poskusi v `elji, da bi aids pozdravili z glikoproteinom CD4. CD4 je receptor za HIV,

ki ga najdemo na povr{ini limfocita T4. Ko se HIV pritrdi na CD4, HIV vstopi v limfocit T4

in se tam podvaja. [tevilo HIV v krvnem obtoku se pove~a, {tevilo limfocitov T4 pa zmanj{a.

Zdelo se je, da bi `e dodatek prostega CD4 v krvi lahko pozdravil aids. Toda v krvnem

obtoku je prosti glikoprotein CD4 zelo neobstojen, HIV pa ima veliko ve~jo afiniteto veza-

ve s CD4, ki je vgrajen v membrano limfocitov T4, kakor pa vezave s prostim CD4. Zato

bi bil terapevtski odmerek CD4, s katerim bi onemogo~ili vezavo HIV na limfocite T4, mnogo

prevelik. Z visokonapetostnimi pulzi pa so glikoprotein CD4 vstavili v membrano eritro-

citov (58). Obstojnost CD4 se je bistveno zve~ala, afiniteta po vezavi s HIV pa je primer-

ljiva s tisto pri limfocitih T4. Tako eritrociti vsrkajo viruse HIV, ki so prisotni v krvnem obtoku,

in jih odstranijo.

Vna{anje antibiotikov v krvne celice

Za vnos antibiotikov v levkocite ni treba izolirati posameznih celic, temve~ lahko celot-

no kri izpostavimo elektri~nim pulzom. Metoda je namre~ velikostno selektivna, saj ve~-

je celice postanejo prepustne pri ni`ji elektri~ni poljski jakosti kot manj{e. V literaturi

zasledimo podatek, da so uspeli permeabilizirati 70 % levkocitov, eritrociti pa so ostali

nepermeabilizirani (59). Na ta na~in lahko tretiramo velike koli~ine krvnih celic. Tako do-

bimo imunokompatibilne nosilce zdravil po telesu. Najprej so stekli poskusi na eritroci-

tih (5), ki naj bi slu`ili kot intravenozna skladi{~a zdravila. Pomembno je, da ti nosilci

prinesejo zdravilo na mesto vnetja, zato so nevtrofilce – celice, ki izvajajo fagocitozo –

izlo~ili iz krvi in vanje z elektroporacijo vnesli ustrezno zdravilo (60). S poskusi na pod-

ganah so pokazali, da se tako nepulzirani kot tudi pulzirani nevtrofilci naberejo na po-

dro~ju vnetja v desetkrat vi{ji koncentraciji kot na kontrolnih podro~jih in ohranijo svoje

fagocitoti~ne lastnosti. Posebno primeren se ta postopek zdi za zdravljenje v primerih,

ko so obolenja te`ko dostopna, npr. v jetrih in pri oku`bah v kosteh.

Vnos zdravil prek ko`e

Vnos zdravil prek ko`e je alternativa konvencionalnim na~inom (oralni, z injekcijo). To-

da ko`a sesalcev predstavlja po zaslugi odmrle plasti – stratum corneum – nepremag-

ljivo oviro vrsti snovi. Zato lahko preko ko`e vnesemo le pe{~ico zdravil z majhnimi,

ve~inoma lipofilnimi molekulami, zdravila z nabitimi polarnimi molekulami pa morajo v te-

lo na konvencionalen na~in. Znanstveniki i{~ejo metode, ki bi pove~ale prehodnost ta-

kih zdravil. Kemijskim metodam sta se pridru`ili iontoforeza in elektroporacija. Pri

iontoforezi kot gonilno silo za vna{anje nabitih in polarnih molekul uporabljamo enosme-

ren elektri~ni tok razmeroma nizkih jakosti. Iontoforeza je torej metoda, ki v svoji osno-

vi deluje na molekule zdravila. Elektri~ni pulzi, ki jih uporabljamo pri elektroporaciji, pa

povzro~ijo za~asne strukturne spremembe v ko`i (stratum corneum). Za razliko od ion-

toforeze pri elektroporaciji elektri~no polje ne deluje na molekule zdravila, temve~ na

pot, po kateri te molekule pridejo v telo. Opazili so, da se tok polarnih molekul z nabo-

ji med –1 in –4 in molekularnimi te`ami malo ve~ kot 1000 ob prisotnosti elektri~nega

polja pove~a kar za {tiri velikostne razrede (13). Podoben tok so opazili tudi na `ivalski

ko`i in vivo (61). Koli~ina zdravila, ki se kot posledica elektroporacije prenese prek ko`e,

je linearno sorazmerna napetosti in trajanju uporabljenih pulzov elektri~nega polja (61).
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Sklep

Elektroporacija je v zadnjih letih dobila svoje mesto med standardnimi laboratorijskimi

tehnikami, s katerimi vna{amo v celice predvsem eksogene molekule. Enostavno rav-

nanje in dobri rezultati so prepri~ali mnoge uporabnike. Tudi izsledki razli~nih klini~nih

aplikacij so zelo obetajo~i. Ne trdimo, da bo elektroporacija igrala klju~no vlogo pri zdrav-

ljenju bolezni v prihodnosti, vsekakor pa si zaslu`i precej{njo pozornost.
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