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Povzetek. Elektroporacija je uveljavljena metoda, pri kateri z uporabo elektri¢nih pulzov »odpremo« membrane
bioloskih celic in omogo¢imo pove¢an vnos razli¢nih uéinkovin v celice, kot so zdravila in DNA-molekule.
Dosezemo lahko tudi ekstrakcijo snovi iz celic, na primer sladkorja iz sladkorne pese. Za doseganje Zelenih
rezultatov je kljuénega pomena ustrezna izbira parametrov elektri¢nih pulzov, katerim izpostavimo celice. Pri
nadrtovanju parametrov elektri¢nih pulzov ali interpretaciji eksperimentalnih rezultatov pa si lahko pomagamo s
teoreti¢nimi modeli elektroporacije. V tem prispevku na kratko opisujeva §tiri modele elektroporacije, ki jih
najpogosteje sreGamo v literaturi. Obravnavava njihove osnovne znailnosti s posebnim poudarkom na tistih, ki
so pomembne za modeliranje transporta molekul prek membrane. Opisujeva tudi model transporta molekul in
nacin, kako ga povezemo z modelom elektroporacije. Na koncu predstavljava $e dva primera uporabe modelov
elektroporacije v praksi. Na podlagi primerjave posameznih modelov lahko povzameva, da je izbira modela
elektroporacije odvisna predvsem od namena njegove uporabe. Ker vseh mehanizmov elektroporacije $e vedno
povsem ne razumemo, pa je potreben tudi nadaljnji razvoj modelov, ki bodo pripomogli k razumevanju samega

pojava elektroporacije ter k optimizaciji obstoje¢ih in bodo¢ih eksperimentalnih protokolov.

Kljuéne besede: elektroporacija, transport molekul, teoreti¢ni model, lipidni dvosloj, celiéna membrana

Different models of electroporaton and molecular
transport across the cell membrane

Exposure of cells to electric pulses can enhance considerably
molecular uptake into biological cells, a phenomenon known as
electroporation. This phenomenon is nowadays widely used for
intracellular drug and gene delivery, and also for extraction of
molecules from cells, such as sugar from sugar beet. For each
application of electroporation, appropriate parameters of electric
pulses need to be chosen in order to achieve a desirable outcome. For
such purpose, theoretical models of electroporation can give us an
insight on how an experimental protocol should be designed. In
addition, modeling can also help us explain different experimental
observations. Several models have been proposed for modeling
electroporation, and we describe here four of them, which are most
widely used. We discuss the basic characteristic of each model and
consider its application for modeling molecular uptake due to
electroporation. We also describe a model of molecular transport and
its coupling with a model of electroporation. Moreover, we present
two examples of how the models can be used in practice. We conclude
that the choice of the electroporation model mainly depends on the
purpose of modeling. Further development of electroporation models
is however needed, which may contribute to our understanding of the
electroporation phenomenon and enable us further optimization of
current and future experimental protocols.

1 Uvob

Elektroporacijo poznamo kot pojav, pri katerem se pod
vplivom elektri¢nih pulzov znatno poveca prepustnost
membran Dbioloskih celic [1]. Pojav ima visoko
uporabno vrednost, saj ga lahko izkoristimo za vnos
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razliénih molekul v celice, tj. molekul, ki celi¢ne
membrane v normalnih razmerah ne morejo prosto
prehajati. Med drugim lahko 2z elektroporacijo
povecamo vnos kemoterapevtikov v tumorske celice in
s tem izboljSamo ucéinkovitost kemoterapije ter vnesemo
v celice molekule DNA za gensko transfekcijo ali kot
DNA-cepivo [2]. Z elektroporacijo lahko dosezemo tudi
ekstrakcijo molekul iz celic, na primer sladkorja iz
sladkorne pese ter taninov in pigmentov iz grozdja pri
proizvodnji vina [3].

Pri elektroporaciji je za doseganje zelenih rezultatov
kljuénega pomena izbira parametrov elektri¢nih pulzov
(oblike, dolzine, amplitude, Stevila in ponavljalne
frekvence). Ce so parametri pulzov ustrezno izbrani, je
elektroporacija reverzibilna in celice se v nekaj
sekundah ali minutah po izpostavitvi pulzom povrnejo v
normalno stanje. Obicajno se pri protokolih, Ki
zahtevajo  reverzibilno  elektroporacijo, uporablja
zmerno $tevilo pravokotnih pulzov (1-8) pri ponavljalni
frekvenci 1 Hz, z dolzino posameznega pulza v
obmod¢ju mikrosekund do milisekund in z amplitudo, ki
zagotovi jakost elektri¢nega polja do nekaj 100 V/cm. Z
veCanjem Stevila, dolzine in/ali amplitude pulzov pa
postanejo spremembe v celicni membrani ireverzibilne
in celice ne prezivijo izpostavitve elektricnim pulzom.
Ireverzibilna elektroporacija se uporablja za ablacijo
tumorskih celic [4,5] in za inaktivacijo bakterij v vodi in
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teko¢i hrani [2,6]. Ce skrajsamo dolzino pulzov v
obmodje nanosekund in povisamo amplitudo na nekaj
10 kV/cm, pa lahko s pulzi sprozimo tudi programirano
celi¢no smrt — apoptozo [7,8].

Izbor parametrov elektri¢nih pulzov je torej odvisen
predvsem od namena uporabe elektroporacije. Pri
nadrtovanju teh parametrov pa si lahko pomagamo s
teoreti¢nimi modeli. V literaturi najdemo ve¢ modelov
elektroporacije, pri ¢emer se ti razlikujejo bodisi v
osnovnih enacbah, ki elektroporacijo opisujejo, bodisi v
numeri¢ni metodi reSevanja teh enacb. Praviloma
razli¢ne numeri¢ne metode reSevanja istih enacb vodijo
do enakih rezultatov. Nasprotno pa lahko izbira
matemati¢no-fizikalne  predstavitve  elektroporacije
pomembno vpliva na pridobljene rezultate ter
posledi¢no ugotovitve numeri¢nega modeliranja. Zato
bova v nadaljevanju opisala stiri modele elektroporacije,
ki jih najpogosteje sre¢amo v literaturi. Posebej se bova
osredinila na znacilnosti modelov, ki so pomembne za
socasno  modeliranje  transporta  molekul  prek
membrane. Modeliranje transporta namre¢ lahko
pomembno pripomore K optimizaciji eksperimentalnih
protokolov za vnos molekul v celice. Za ustrezno
modeliranje transporta prek elektroporirane membrane
pa je temeljni pogoj ustrezna izbira modela
elektroporacije. Da prikazeva tudi prakti¢no vrednost
modeliranja elektroporacije, bova na koncu predstavila
Se dva primera uporabe modelov, in sicer pri
optimizaciji elektrozlivanja celic in pri interpretaciji
eksperimentalnih  rezultatov, povezanih z wvnosom
molekul v celice.

2 MODELI ELEKTROPORACIJE

Modeli elektroporacije, ki jih bova na kratko opisala, so
si sorodni, saj vsi temeljijo na predpostavki, da pod
vplivom elektricnega polja v lipidnem dvosloju
(gradniku celi¢ne membrane) nastanejo vodne pore, Ki
ionom in molekulam omogo¢ijo prehod prek membrane.
Ceprav por v membrani z obstoje¢imi mikroskopskimi
tehnikami za zdaj ni mogoCe »videti«, so njihov
nastanek potrdile simulacije molekularne dinamike
lipidnega dvosloja v elektri¢cnem polju [9,10]. Obenem
je teorija nastanka por edina od predlaganih teorij
elektroporacije ustrezno razlozila eksperimentalna
opazanja na ravninskih lipidnih dvoslojih in celicah ter
je danes §iroko sprejeta [11-13].

Za laZje razumevanje same elektroporacije je na
slikah la-c shematsko prikazan obicajni protokol
elektroporacije celic. Slike 1d—f pa pomenijo podporo k
razumevanju spodaj predstavljenih modelov.

2.1 Enacba Smoluchowskega

Prva obsirna teoreti¢na analiza elektroporacije v smislu
nastanka por v membrani sega v leto 1979, ko je
skupina ruskih znanstvenikov objavila rezultate raziskav
na ravninskih lipidnih dvoslojih [14]. Da bi opisali
Casovno dinamiko Sirjenja in kréenja por v lipidni
membrani, so uporabili enaébo Smoluchowskega [15]:

J =8,(r,)+S4(r,), (1)

p

pri ¢emer n(rp,t) pomeni porazdelitveno funkcijo Stevila
por v membrani glede na njihov radij r, ob casu t.
Elektroporacija je namre¢ stohastien proces in
predvideva se, da se v membrani nahaja populacija por
razlicnih velikosti. Tako je ndr, enako Stevilu por z
radijem med r, in r, + dr,. Parametra D, in AW(r,) sta
difuzijska konstanta por v prostoru njihovih radijev in
sprememba energije lipidne membrane, ki je posledica
nastanka pore, k je Boltzmannova konstanta, T pa
temperatura.

Sprememba energije AW ima ve¢ prispevkov, od
katerih je za elektroporacijo najpomembnejsi prispevek
elektricne energije. Ker je lipidna membrana elektri¢no
slabo prevodna, se ob izpostavitvi elektricnemu polju na
njej vzpostavi elektri¢na napetost Up,. Ko v lipidnem
dvosloju z nizko relativno dielektricnostjo g = 2
nastane vodna pora z relativno dielektri¢nostjo &, = 80,
se sprememba v kapacitivnosti membrane AC, odrazi
kot sprememba kapacitivne energije:

AC U
AWel == ;

@)

Medtem ko leva stran enacbe (1) opisuje dinamiko
obstojecih por, povzema desna stran enacbe nastajanje
novih S¢(ry) in izginjanje obstojecih por Sy(rp). 1zraz, ki
opisuje nastajanje por, je proporcionalen eksponentu
negativne spremembe elektrine energije in s tem
kvadratu transmembranske napetosti [15,16]:

AW, AC U2
sireof -2 -enf %)

Transmembranska napetost torej igra kljucno vlogo pri
nastajanju, Sirjenju in kréenju por.

Ceprav je bila osnovna teorija elektroporacije razvita na
podlagi raziskav na ravninskih lipidnih dvoslojih, je bilo
pozneje pokazano, da se celicne membrane kvalitativno
obnaSajo na enak nacin [12]. Tako enacbo
Smoluchowskega danes uporabljamo tudi za opisovanje
elektroporacije celi¢cnih membran [17].

2.2 Asimptoticni model elektroporacije

Zgoraj opisana enacba Smoluchowskega podrobno
popisuje elektroporacijo, vendar je enacba analiticno
neresljiva. Zaradi eksponentnega izraza (3) pa je
zahtevna tudi za numeri¢no reSevanje. Zato sta Neu in
Krassowska za opis elektroporacije  predlagala
asimptoti¢no redukcijo parcialne diferencialne enacbe
(1) v navadno diferencialno ena¢bo [15]:
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Slika 1: Shematski prikaz elektroporacije. (a—c) Obicajni protokol elektroporacije celic. (a) Celice v suspenziji ali pritrjene na
podlago inkubiramo v mediju, ki vsebuje molekule, ki jih Zelimo vnesti v celice. Obenem v posodo, kjer se nahajajo celice,
namestimo elektrode (prikazane kot ¢rno obmocje na levi in desni strani). (b) Na elektrode dovedemo enega ali ve¢ elektri¢nih
pulzov izbrane oblike, dolzine, amplitude in ponavljalne frekvence, ki povzrocijo elektroporacijo celicnih membran. Dokler so
celice elektroporirane, lahko molekule iz okoliskega medija prehajajo v celico. (c) Ce so parametri pulzov ustrezno izbrani, se
celicne membrane po nekaj sekundah ali minutah (odvisno od vrste celic in eksperimentalnih pogojev) zacelijo. Vnesene
molekule ostanejo ujete v celici, kjer lahko za¢nejo uéinkovati. (d) Povecan prikaz elektroporirane celice. (e) Graf, ki prikazuje
transmembransko napetost (¢rna ¢rta) in gostoto por v membrani (siva ¢rta) 100 ps po izpostavitvi pravokotnemu elektriénemu
pulzu, ki povzro¢i elektri¢no poljsko jakost med elektrodama E = 1 kV/cm. Transmembranska napetost doseze najvisjo absolutno
vrednost na levi in desni strani celice (glej d). Ker je nastanek por eksponentno odvisen od kvadrata transmembranske napetosti,
na tem obmoc¢ju membrane nastane veliko por. Nastanek por znatno zmanj$a upornost membrane, zato se transmembranska
napetost nekoliko sesede. To opazimo kot sploiéen potek transmembranske napetosti v okolici © = 90° in 6 = 270°. Ce ne bi
prislo do elektroporacije, bi bil potek transmembranske napetosti vzdolz membrane kosinusen, kar je na grafu nakazano s ¢rno
prekinjeno ¢rto. Izracun je bil dobljen z asimptoti¢nim modelom elektroporacije (glej razdelek 2.2) za celico z radijem 10 pum pri
fizioloskih pogojih. (f) Shematski prikaz nastanka pore na molekularni ravni. V lipidnem dvosloju, iz katerega je zgrajena celicna
membrana, nastane pora tako, da se lipidi s svojimi glavami obrnejo v notranjost pore. Ce je transmembranska napetost prisotna
dovolj dolgo, se pora za¢ne Siriti.
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dN (fj";] ) N —q(ﬁ":) . 2.3 Razsirjeni asimptoticni model elektroporacije
dt e N, ¢ @ Pri asimptotiénem modelu predpostavimo, da imajo vse
pore enak radij. Prakti¢no gledano, enaéba (4) povzema
le hitrost nastajanja in izginjanja por, torej izraz Sc(rp) +
Sq(rp) na desni strani enacbe (1). Zaradi te omejitve sta
Neu in Krassowska asimptoti¢ni model razsirila s Se eno

navadno diferencialno enacbo, ki opisuje Sirjenje in

Ce v enacbi (1) n pomeni porazdelitev populacije por v
prostoru njihovih radijev, potem N pomeni gostoto por
(celotno Stevilo por na enoto povr§ine membrane A,,), Ki

jo dolo¢imo kot:
1 ©
N = x jo ndr, (5)

Parametri modela o, Ug, No in g so konstante, ki jih je
sicer mogoce oceniti iz parametrov enacbe (1). Ker so
zadnji na splo$no znani le na velikostni razred natan¢no,
pa so bili o, Ug, Ng in g izbrani tako, da je model
ustrezno opisal rezultate eksperimentov na ovarijskih
celicah morskega jezka [18,19].

kréenje vsake posamezne pore [20,21]:

dr,; _ _& OAW(r, ;)

i=12,...M 6
dt KT  or J ©)

p. j

V enacbi (6) pomeni r,; radij j-te pore v membrani, pri
cemer je M celotno Stevilo por, ki so nastale v skladu z
enacbo (4). AW je sprememba energije iz enacbe (1).
Omenimo na tem mestu, da je razsirjeni asimptoticni
model sicer laze resljiv kot enacba Smoluchowskega.
Vendar se moramo zavedati, da je treba enacbo (6) v
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principu resiti za vsako posamezno poro, ki nastane v
membrani. Ker je por lahko tudi ve& kot 10*, postane
reSevanje modela zelo potratno v smislu racunalniskega
Casa. Z dobrim racunskim algoritmom pa je mogoce cas
raCunanja skrajsati na sprejemljivo dolzino [21].

2.4 Elektroporacija kot reakcijska shema

V nasprotju z enacbo Smoluchowskega lahko nastajanje
por predstavimo tudi z reakcijsko shemo, ki opisuje
prehajanje lipidne membrane iz neelektroporirane faze
(C) v elektroporirano fazo (P): (C) «» (P) [22,23]. Na
podlagi spremljanja vnosa molekul v celice med
elektroporacijo je bilo pokazano, da morata obstajati

najmanj dve stopnji C in dve stopnji P [22].
Najpreprostejsa reakcijska shema je tako:
Ce=2C 2R e2h, ™

G TG [
V zgornji shemi predpostavljamo, da obstajata dva tipa
por, Py in P,. Pri tem so pore P, tiste, ki omogocajo
transport molekul. Konstanta reakcijske hitrosti k, pa je
odvisna od eksponenta spremembe elektricne energije,
enako kot pri izrazu (3):

k, =Ko exp( KT

AC U ?
P—] (8)

Ob prisotnosti transmembranske napetosti je k, bistveno
ve¢ja od konstant k 3, k, in k3 in prevladuje nastajanje
por. Po umiku transmembranske napetosti pa se pore
zacnejo celiti v skladu s hitrostnimi konstantami k3 <
k, < kg, ki jih lahko obravnavamo kot neodvisne od
transmembranske napetosti [22].

S primerjavo vseh opisanih modelov opazimo, da so si v
osnovi zelo podobni. Vsi vsebujejo sorodne izraze, ki
opisujejo nastajanje por pod vplivom transmembranske
napetosti. Bistvena razlika med modeli pa je nacin, kako
obravnavajo velikost por. Asimptoti¢ni model in model
po reakcijski shemi predpostavljata konstantne velikosti
por, medtem ko enacba Smoluchowskega in razsirjeni
asimptoti¢ni model obravnavata pore kot dinamicne
strukture, ki se lahko s ¢asom S§irijo in kréijo. Velikost
por je pomembna, kadar Zelimo proudevati, katere
molekule in v kak$ni koli¢ini bi lahko prehajale
membrano pri elektroporaciji s pulzi razliénih dolzin.
Znano je namre¢, da nanosekundni pulzi povzroéijo
nastanek manjsih por, ki v glavhem omogocajo prehod
le molekulam, katerih premer je manjsi od ~1 nm [24].
V tem primeru za opis elektroporacije povsem zadostuje
asimptotiéni model [25]. Nasprotno lahko s pulzi v
obmodju ve¢ sto mikrosekund ali nekaj milisekund
vhesemo Vv celice tudi velike molekule DNA [21,26]. Za
korektno modeliranje transporta velikih molekul
moramo nujno uporabiti modele, ki zajemajo dinamiko
velikosti por. Omenimo Se, da je bilo eksperimentalno

pokazano, da je mogoce molekule RNA vnesti v lipidne
vezikle tudi s pulzi dolzine 10 ns [27]. Povzamemo
lahko, da je pri modeliranju transporta velikih molekul
tako reko¢ nujna uporaba enacbe Smoluchowskega ali
razsirjenega asimptoticnega modela, ne glede na dolzino
obravnavanih pulzov.

3 MODEL TRANSPORTA MOLEKUL

Oglejmo si zdaj $e princip modeliranja molekularnega
transporta.  Gibanje  molekul kot  posledico
koncentracijskega gradienta in elektroforetske sile
obicajno opisemo z Nernst-Planckovo enacbo:

vy, =Dy[ver E=Coy | (9
ot KT

Pri tem je c¢ koncentracija molekul, D, difuzijska
konstanta molekul, g. in z; sta elementarni naboj in
naboj molekule, V pa je elektriéni potencial.

Enacba (9) opisuje prosto gibanje molekul v
prostoru. Za opis transporta prek membrane pa lahko
privzamemo nekaj poenostavitev. Ker je membrana zelo
tanka (~5 nm), lahko predpostavimo, da transport prek
membrane poteka le pravokotno na membrano. Zaradi
tanke  membrane  lahko  znotraj membrane
predpostavimo tudi kvazistaticnost enacbe (9); velja
torej oc/ot = 0. Ta predpostavka je upraviCena, saj se
koncentracija molekul znotraj membrane zelo hitro
uravnovesi (v nanosekundah) [28]. Ce $e gradient
elektricnega potenciala VV zapiSemo kot kvocient
transmembranske napetosti U, in debeline membrane
dm, se izraz za pretok molekul J; poenostavi v:

oc g.zcU
J,=-D,| —+—=-"1 10
) ) (6x kT d, J (10)
Z integracijo zgornje enacbe dobimo resitev:
-D, G—C u,=0
dm
= u S CE)
pInG%C" Lo

d, e"-1 "

pri Cemer je Uy, brezdimenzionalna transmembranska
napetost, Uy, = {qez/(KT)}Un, C; in ¢ pa sta koncentraciji
molekul na notranji in zunanji strani membrane. Kadar
je membrana v elektroporiranem stanju bistveno dlje
(lahko tudi nekaj minut), kot traja samo dovajanje
pulzov, se vecji del molekularnega transporta odvija po
dovajanju pulzov [29,30]. V tem primeru lahko
prispevek zaradi elektroforetske sile zanemarimo
oziroma privzamemo, da je u, = 0.

Pretok molekul pa ne te¢e prek celotne membrane,
temveC le prek por v membrani. Najpreprostejsi nacin,
kako Js omejimo zgolj na elektroporirano povr§ino
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membrane, je, da J; mnozimo s skupnim delezem vseh
por v membrani oA, [28]. Ta delez zapiSemo razli¢no
glede na model elektroporacue ki smo ga uporabili. Ce
SmMo na primer uporabili enacbo Smoluchowskega, je
izraz za oA, enak

72' 0
SA, = KJ‘O nr2dr, (12a)
¢e smo uporabili razsirjeni asimptoticni model, pa
oA, = An rp P (12b)
j

kjer je Ap povrSina membrane, ki jo opazujemo. Pri tem
smo predpostavili, da lahko najozji del notranjosti pore
opiSemo s krogom, katerega radij je r,. PovrSina ene
pore, ki je na voljo za prehajanje molekule, je potem
dolocena kot nrpz.

Pri mnozenju Js z 6A, pa naletimo na omejitev. Ne
moremo namre¢ lociti transporta ve¢jih molekul od
transporta manjSih. Z drugimi besedami, skupna
povr§ina por je lahko enaka, ¢e je v membrani bodisi
veéje Stevilo manjSih por bodisi manjse Stevilo vecjih
por. Vemo pa, da molekule ne morejo prehajati skozi
pore, ki so manj$e od njih samih [24,31].

Velikost molekul lahko upostevamo s faktorjem
stericnega oviranja, H(ry,rs), Ki je odvisen od radija por
r, in radija molekul r,. Eden od izrazov, s katerim ga
opisemo, je [25]:

H :{1—(3}} 1- 21[-8} 209(-5} —o.gs(r—SJ
rp r r rp
(13)

Faktor H lahko zavzame vrednosti med 0 in 1; manj$a je
pora, manjsi je H (molekule tezje prehajajo skozi
manj$e pore), ter manjsa je molekula, vecji je H (manjse
molekule laze prehajajo skozi pore).

Poleg faktorja H lahko v model dodamo faktor
K(rpze,Um), s katerim upostevamo S$e naboj molekul.
Bolj nabite molekule namrec¢ teze prehajajo pore, saj je
energijsko neugodno, da nabit delec zaide v poro v
lipidni membrani. Ko je nabit delec prisoten v pori, se
namre¢ Vv stenah pore ustvarijo navidezni naboji
nasprotnega predznaka kot sam delec, in ga zato
odbijajo. Faktor K lahko zapi$emo kot [16,18,25]:

e -1
wye" " U
Wo + 77Uy,

K= , (14
w,e" " —nu (14)

m eum_

WO - num

Kjer je wo Bornova energija (v enotah kT), potrebna za
postavitev iona na sredino pore, 1 pa je geometrijski
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faktor, ki opisuje obliko pore. Tudi faktor K lahko
zavzame le vrednosti med 0 in 1.

Oba faktorja preprosto vnesemo v model z
mnozenjem izraza za oA,:

SA, = ﬁj':nrszH dr,, (15a)

SA, = ;zZr KH . (15b)
Dodatne podrobnosti o modellranju transporta molekul
prek elektroporirane membrane in o tem, kako lahko
upostevamo tudi obliko molekul, pa najdemo v [17].

4 UPORABA MODELOV ELEKTROPORACIJE

Opisane modele elektroporacije lahko uporabimo za
nacértovanje novih eksperimentalnih protokolov ali za
interpretacijo pridobljenih eksperimentalnih rezultatov.
V nadaljevanju se bova omejila na dva konkretna
primera uporabe, in sicer za:

razli¢nih

1. optimizacijo celic

velikosti in

elektrozlivanja

2. interpretacijo eksperimentalnih rezultatov, ki so
pokazali povegan vnos molekul v celice pri nizji
prevodnosti zunajceli¢nega medija.

4.1 Optimizacija elektrozlivanja celic razli¢nih
velikosti

Elektrozlivanje je metoda, pri kateri z elektroporacijo
dosezemo, da se razli¢ne celice lahko zlijejo med sabo.
Nastanek por v membrani namre¢ povzro€i, da celicna
membrana postane fuzogena, tj. sposobna zlivanja z
drugo celitno membrano. Ce se torej dve celici z
elektroporiranima membranama nahajata v stiku, se
lahko zlijeta v eno celico (slika 2) [32].

Z zlivanjem obicajno pridobivamo hibridne celice, ki
zdruzujejo lastnosti starSevskih celic, iz katerih so
nastale. Tako je mogoce hibridizirati rastline, Ki
postanejo odporne na razliéne okoljske dejavnike [33],
pripraviti celiéna cepiva za stimulacijo imunskega
odziva pri zdravljenju raka [34] ter celice, ki proizvajajo
inzulin in jih lahko uporabimo pri raziskavah in
zdravljenju diabetesa [35]. Najbolj razSirjen primer
zlivanja, ki si ga bomo v nadaljevanju tudi podrobneje
ogledali, pa je zlivanje limfocitov B in mielomskih celic
v t. i. hibridome, ki proizvajajo monoklonska protitelesa
[36].

Limfociti B so bele krvne celice, ki proizvajajo
posebne proteine, imenovane protitelesa, s katerimi
onesposobijo razli¢ne tuje/sovrazne celice v nasem
telesu. Vsak limfocit B proizvaja le en tip protiteles,
medtem ko ve¢ limfocitov B lahko proizvaja isti tip
protiteles. Vsako protitelo pa ima specificno vezavno
mesto za natanéno dolo¢en antigen (na primer molekulo
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v membrani bakterije ali virusa). Ko se protitelo veZe na
ta antigen, ga s svojo vezavo onesposobi ali ga oznaci
za napad s strani celic imunskega sistema.

Kadar imunski sistem ne zmore prepoznati sovraznih
celic v telesu (npr. pri raku), ali napa¢no prepozna
lastne celice kot sovrazne (pri avtoimunskih boleznih),

kapljica celi¢ne suspenzije na vzporednih Zi¢nih
elektrodah z medelektrodno razdaljo 200 pm

Slika 2: Osnovni postopek elektrozlivanja celic. (a) Komora za
zlivanje celic (Eppendorf). (b,c) Mikroskopske slike
svetlobnega polja pri povegavi x20. Crno obmogje zgoraj in
spodaj so elektrode. Med elektrodama so celice misjih
melanomov B16-F1. (b) Celice najprej dielektroforetsko
uredimo v verige z izmeni¢nim sinusnim elektricnim signalom
(tukaj 2MHz, 5 V,, 30 s). Potem jih izpostavimo
elektroporacijskim pulzom (tukaj 20 pravokotnih pulzov
100 ns, 180 V, ponavljalna frekvenca 1 kHz) in nato ponovno
dielektroforetskemu signalu, da celice ostanejo v stiku in se
lahko zlijejo. (c) Celice 8 minut po dovajanju pulzov. Nekaj
zlitih celic je oznadenih s puséicami.

lahko imunski sistem stimuliramo oz. zavremo z
vnosom ustreznih protiteles v krvni obtok. Tak$na
zdravila, ki spadajo med bioloska, veljajo za eno
najobetavnejsih strategij pri zdravljenju dolodenih vrst
raka, avtoimunskih in infekcijskih boleznih [37-39].

Protitelesa zaradi svoje specifine vezave na tocno
doloCen antigen lahko uporabimo tudi za detekcijo
razliénih molekul. Tako imenovani imunski testi (ang.
immunoassay) se med drugim uporabljajo pri
ugotavljanju nose¢nosti, alergij in razli¢nih okuzb (HIV,
hepatitis, malarija, tuberkuloza idr.). Poleg uporabe v
medicini pa so imunski testi ze desetletja nepogresljivo
orodje pri raziskavah v biologiji, biotehnologiji,
biokemiji, farmaciji in drugih sorodnih vedah [40,41].

Kot je bilo Ze reCeno, so oshovni vir protiteles
limfociti B. Zal samih limfocitov B ne moremo gojiti
zunaj njihovega naravnega okolja, saj odmrejo po nekaj
delitvah. Ce pa jih zlijemo z mielomskimi celicami
(rakavimi limfociti), ki so nesmrtne, pridobimo zlite
celice (hibridome), ki jih lahko leta uporabljamo za
pridobivanje dolocenih protiteles. Ker vsa protitelesa
prihajajo iz enega klona zlitih celic, jih imenujemo
monoklonska protitelesa, celotno tehnologijo tako
pridobljenih protiteles pa hibridomna tehnologija.

Konvencionalna metoda zlivanja v hibridomni
tehnologiji je sicer uporaba polietilen glikola, vendar se
je elektrozlivanje izkazalo za u€inkovitejSe glede Stevila
pridobljenih  hibridomov [42]. Zal pa ima tudi
elektrozlivanje svoje omejitve, saj je obseZnost
elektroporacije celicne membrane Sorazmerna z
velikostjo celic, limfociti B pa so priblizno dvakrat
manjsi od mielomskih celic. Ce torej limfocite B in
mielomske celice hkrati izpostavimo elektri¢nim
pulzom, ki zagotovijo elektroporacijo limfocitov B,
lahko ti pulzi ireverzibilno elektroporirajo mielomske
celice [36]. Tako je tudi $tevilo prezivelih hibridomov
zelo majhno. V najboljsem primeru dosezemo najveé
~1 % hibridomov na Stevilo uporabljenih limfocitov B
[42,43].

Obicajno se za elektrozlivanje uporabljajo elektri¢ni
pulzi z dolzinami v obmod¢ju od 10-100 us. Z uporabo
numeri¢nega modeliranja pa smo ugotovili, da lahko s
skrajsanjem dolzine pulzov v obmocje nanosekund
omejimo elektroporacijo le na obmodje stika med
celicami, torej le tam, Kkjer je to potrebno za
elektrozlivanje (Slika 3) [44]. Naceloma pri tem ne
poskodujemo nobene od celic, ne glede na njihovo
velikost, s tem pa lahko izboljsamo $tevilo pridobljenih
hibridomov.

Model, s katerim smo pri§li do opisanih ugotovitev,
je temeljil na asimptoticnem modelu elektroporacije.
Ker vemo, da je temeljni pogoj za elektrozlivanje
elektroporacija celi¢énih membran na obmogju stika med
celicami [32], je ta model zadostoval za raziskovanje
moznosti elektrozlivanja celic z razliénimi parametri
elektricnih pulzov. Na podlagi primerjave rezultatov
elektrozlivanja celic mi§jih melanomov B16-F1 z
napovedmi numeri¢nega modela pa smo ugotovili, da
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se model dobro ujema z eksperimentalnimi rezultati
[44].

10 ps, 2.2 kV/cm

100 ns, 6.6 kV/cm

(X

elektroporirano
obmodje

Slika 3: Primerjava elektroporacije dveh razli¢nih celic v stiku
z 10 ps in 100 ns pravokotnim pulzom [44]. Znotraj celic se
nahajajo Se celi¢na jedra. Elektroporirano obmoc¢je membran
je oznaceno odebeljeno. 10 ps pulz povzro¢i obsezno
elektroporacijo velike celice, kar celico lahko poskoduje do te
mere, da ne prezivi. 100 ns pulz nasprotno povzro¢i Samo
elektroporacijo stika med celicami. Teoreti¢no lahko torej z
nanosekundnim pulzom doseZemo elektrozlivanje, ne da bi
poskodovali katerokoli od celic.

4.2 Povecan vnos molekul v celice pri nizji
prevodnosti zunajcelicnega medija

Z elektri¢nega stali§¢a ima celi¢na membrana zelo nizko
prevodnost v nasprotju z zunajcelicnim medijem in
notranjostjo celice (citoplazme), ki sta zaradi visoke
vsebnosti ionov razmeroma dobro prevodni. Hkrati je
celicna membrana zgrajena iz lipidov in proteinov in
ima zato nizko relativno dielektri¢nost (~5). Celico tako
lahko poenostavljeno obravnavamo kot vase sklenjen
kondenzator.

Pri izpostavitvi elektrit(nemu pulzu se celi¢na
membrana (kondenzator) naelektri prek upornosti
zunajceliénega medija in citoplazme. V mediju z vi§jo
upornostjo (nizjo prevodnostjo) se bo membrana
naelektrila pocasneje, obenem pa bo tudi najvisja
dosezena transmembranska napetost nekoliko nizja, saj
del napetosti, kateri izpostavimo celice, pade ze na
upornosti zunajceli¢nega medija [45].

V razdelku 2 smo prikazali, da je nastajanje por
eksponentno odvisno od kvadrata transmembranske
napetosti Up,. Povsem upravi¢eno bi potem pri¢akovali,
da bo celi¢na membrana v nize prevodnem mediju manj
elektroporirana in da bo transport molekul prek
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membrane posledi¢no manjsi. Vendar nekateri poskusi
kazejo drugace.

Djuzenova in sodelavci so pokazali, da se je koli¢ina
vnesenih  molekul propidijevega jodida v celice
monotono povecevala, ¢e S0 prevodnost zunajceli¢nega
medija znizali iz ~0.5 S/m na ~0.1 S/m [46]. Pri tem so
celice izpostavili eksponentno padajoéemu pulzu s
¢asovno konstanto 40 ps, ki je povzroé¢il maksimalno
amplitudo elektri¢ne poljske jakosti od 0.7 do 6 kV/cm.
Podobno so pokazali Miiller in sodelavci, le da so celice
izpostavili pravokotnemu pulzu z dolzino od 11 do
95 ns, ki je povzrodil elektri¢no poljsko jakost od 40 do
160 kV/cm [47]. Rezultati Sadika in sodelavcev so bili v
skladu z zgornjimi raziskavami, pri éemer so ti uporabili
zunajceliéni medij s prevodnostjo od 0.2 do 0.01 S/m ter
pravokotni pulz z dolzino 100 ms z amplitudo
0.8 kV/cm [48].

Kako torej razloziti povecan vnos propidijevega
jodida?  Miller in  sodelavci so  predlagali
elektrodeformacijo kot odgovorni mehanizem. V mediju
z nizjo prevodnostjo se celice podaljSajo v smeri
elektricnega polja, kar naj bi povzrocilo obseznejSo
elektroporacijo celic [47]. Teoreti¢na Studija, ki so jo
naredili Li in sodelavci, pa je predlagala drug
mehanizem [49]. Njihov model, ki je temeljil na
razSirjenem asimptotskem modelu elektroporacije in
modelu transporta molekul po Nernst-Planckovi enacbi,
je pokazal naslednje. V zunajceliénem mediju z niZjo
prevodnostjo je elektri¢no polje v neposredni okolici
celice vegje kot v mediju z vi§jo prevodnostjo.
Elektroforetska sila, ki med prisotnostjo elektricnega
pulza vle¢e molekule propidijevega jodida v celico, je
potem v nize prevodnem mediju vecja, zato je tudi vnos
molekul v nize prevodnem mediju veji.

Pri tem je seveda treba predpostaviti, da je velina
molekul vnesena v celico elektroforetsko ze med samim
pulzom, difuzija molekul po pulzu pa manj pripomore k
celothemu transportu. To se sicer sklada z
eksperimentalnimi rezultati Sadika in sodelavcev [48],
ne pa z rezultati Puciharja in sodelavcev [30]. Ti so
pokazali, da je vnos molekul propidijevega jodida med
samim pulzom zanemarljiv v primerjavi z vnosom po

pulzu. Razlog za nesoglasie med omenjenima
eksperimentalnima  raziskavama bi lahko bil v
uporabljeni dolZzini elektri¢nega pulza. Pucihar in

sodelavci so uporabili pulz z dolzino 1 ms, medtem ko
so Sadik in sodelavci uporabili bistveno daljsi pulz,
100 ms. Pri daljSem pulzu je elektroforetska sila
prisotna dlje, zato je tudi elektroforetski prispevek
transporta molekul vecji. Morda $e pomembne;jsi razlog
za nesoglasje pa je razlika v casu celjenja celicnih
membran po izpostavitvi pulzu (poskusi so bili narejeni
na celicah razlicnega tipa). 1z eksperimentalnih
rezultatov lahko razberemo, da je bil ¢as celjenja pri
poskusu Puciharja in sodelavcev daljsi od 8 s, medtem
ko se je pri poskusu Sadika in sodelavcev koncal po
priblizno 1.5 s. Daljsi ¢as celjenja membran omogoca,
da difuzno gibanje molekul poteka Se dolgo po pulzu,
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prispevek vnesenih molekul zaradi difuzije pa prevlada
nad prispevkom zaradi elektroforeze.

Zgoraj opisani primer nazorno prikaze, kako socasno
modeliranje elektroporacije in transporta molekul lahko
razlozi dologen pojav na nadin, do katerega ne moremo
priti zgolj intuitivno. Obenem pa opisano nesoglasje v
raziskavah nakaze na dejstvo, da modeli elektroporacije
in transporta molekul $e zdale¢ niso razviti do te mere,
da bi lahko razlozili vse, kar nam kaZejo poskusi [50].

5 SKLEP

Modeliranje elektroporacije je poseben izziv, saj pojav
Se vedno ni povsem razumljen [50]. Ker por v
membrani ne moremo neposredno opazovati v realnem
Casu, jih lahko prouCujemo le posredno prek
molekularnega transporta, meritev transmembranske
napetosti in prevodnosti membrane [1,19]. V zadnjem
desetletju so k razumevanju elektroporacije mocno
pripomogle simulacije molekularne dinamike, vendar so
te raunsko zelo zahtevne. Zato smo pri simulacijah
omejeni na opazovanje majhnega koScka membrane
(reda 100 nm?), katerega gibanje lahko spremljamo do
nekaj 100 ns po izpostavitvi elektricnemu polju [9,10].
Ceprav simulacije ponujajo nepogresljiv vpogled v
dogajanje na molekularni ravni, trenutno $e ne morejo
ponuditi odgovorov na vsa vprasanja. Ne nazadnje pa se
je treba zavedati, da so lipidni dvosloji, ki jih
opazujemo Vv simulacijah, bistveno preprostejsi od
celicnih membran. Se vedno ni povsem znano, V
koliksni meri in na kakSen nacin pri elektroporaciji
sodelujejo druge membranske strukture, kot so
membranski proteini in citoskelet.

Posebna uganka elektroporacije pa je pravzaprav
celjenje membran po dovajanju elektriénih pulzov.
Simulacije molekularne dinamike kazejo, da se pore po
umaknitvi transmembranske napetosti zaprejo v nekaj
nanosekundah [10], celice pa lahko ostanejo
elektroporirane tudi ve¢ minut [50]. V prej$njem
razdelku smo omenili, da ima casovna konstanta
celjenja celicnih membran pomembno vlogo predvsem
pri transportu molekul, saj je lahko bistveno daljsa od
trajanja samih pulzov in se zato lahko vecina transporta
odvije po dovajanju pulzov.

Fizikalne razlage za dolgotrajno celjenje membran po
elektroporaciji Se ni na voljo. V modele ga lahko
dodamo »umetno«, tako da v ena¢bah spreminjamo
vrednosti  parametrov, ki opisujejo celjenje, ali
obstoje¢im enaébam dodamo izraz, ki povzema
eksperimentalne rezultate [18,23]. Za mehanisti¢ni opis
celjenja celiéne membrane so torej potrebni nadaljnje
raziskave in razvoj modelov.

Dokler pa novejsih in bolj izpopolnjenih modelov
elektroporacije ni na voljo, si moramo pomagati z
obstojecimi. Kateri model bomo izbrali, je odvisno od
namena njegove uporabe. Posebej pozorni moramo biti
pri  obravnavi transporta velikih molekul, saj
potrebujemo informacijo o velikosti por, ¢e Zelimo
napovedati, ali bodo molekule sploh lahko prehajale
membrano. Zaradi zahtevnosti numeriéne

implementacije in racunske zahtevnosti modelov, ki
opisujejo dinamiko velikosti por, pa je smiselno
premisliti, ali za svojo raziskavo res potrebujemo tako
kompleksen model. V doloc¢enih primerih ponujata
asimptotiéni model in model po reakcijski shemi
povsem zadovoljive rezultate [18,22,23,25,44].
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