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Santrauka

            Šiame darbe buvo atliekami elektrinio DNR perkėlimo mechanizmų tyrinėjimai in vitro naudojant dviejų tipų impulsus –aukštos įtampos trumpus impulsus (HV) ir žemos įtampos ilgus impulsus (LV). DNR elektropernašos eksperimentai buvo atlikti in vitro su Kinijos žiurkėno kiaušidžių CHO ląstelėmis. Eksperimentais buvo siekiama įvertinti HV ir LV impulsų svarbą DNR elektropernašos efektyvumui. Tyrimai parodė, kad DNR elektropernaša vyksta tik po ląstelių elektroporacijos. Naudojant tik LV impulsą (100 V/cm impulso stipris, 100 ms impulso trukmė), kuris ląstelių neelektroporavo, DNR elektropernaša nevyko. LV impulso svarbą DNR elektrotransfekcijos efektyvume, mes tyrėme taikydami LV impulsus 1s po HV impulsų. Kitų autorių in vivo tyrimai parodė, kad jei LV impulsas buvo taikomas po HV impulso, LV smarkiai padidino tranfekcijos efektyvumą. Priešingai nei in vivo eksperimentuose, mūsų in vitro eksperimentai tokios LV impulsų svarbos transfekcijos efektyvumui neparodė. Iš tikrųjų, nei LV impulso amplitudės padidėjimas, nei LV impulsų skaičiaus padidėjimas nepadidino DNR elektrotransfekcijos efektyvumo. Nors, naudojant įvairias HV ir LV impulsų kombinacijas elektrotransfekcijos efektyvumas nebuvo pastovus, jis nesiskyrė žymiai nuo efektyvumo, pasiekto tiktai su HV impulsu.
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In this study we setup our experiments to evaluate the roles of high-voltage, short-duration (HV) and low-voltage, long duration (LV) pulses for efficient DNA electrotransfer into cells in vitro. Consistently with others and our previous in vitro and in vivo results, this study confirmed that DNA electrotransfer is possible only if cell permeabilization is achieved. Cell treatment with only one LV pulse (100 V/cm pulse strength, 100 ms pulse duration), that do not permeabilize cells had no effect for DNA electrotransfer. Contribution of LV pulse on overall DNA electrotransfer efficacy we tested by applying LV pulse 1 s following HV pulse. In previous in vivo study such type of experiments revealed that once cell is electropermeabilized, DNA electrotransfer efficacy is governed by the parameters of LV pulse. To further characterize how LV pulses facilitate DNA electrotransfer across the permeabilized membrane we setup this in vitro study. Contrary to in vivo studies, this work revealed that contribution of the LV pulses is negligible. Indeed, neither increase in LV pulse number, nor increase in LV pulse amplitude increased efficacy of DNA electrotransfer. Although, various combinations of HV and LV pulses resulted in slightly variable electrotransfer efficacy, it did not differ significantly from the efficacy achieved with only HV pulse.
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I. ĮVADAS

Jau keletą dešimtmečių žinoma, kad biologines ląsteles paveikus trumpalaikiais, tačiau stipriais elektriniais laukais, vyksta pakitimai ląstelės plazminėje membranoje, dėl to laikinai pakinta jos pralaidumas įvairiems cheminiams junginiams. Reiškinys buvo pavadintas elektroporacija (elektropermeabilizacija) (Kinosita and Tsong, 1977). Membranos pralaidumas padidėja tiek, jog ne tik mažos, bet ir didelės molekulės gali patekti į ląstelės vidų. Pokyčiai membranoje gali būti pilnai grįžtami. Nors detalus šio reiškinio mechanizmas nėra aiškus, daugelis mokslininkų sutinka, kad stipraus elektrinio lauko poveikyje susidaro hidrofilinės poros, kurių spindis gali siekti iki kelių nanometrų. 

Membranos pralaidumas, porų skaičius ir dydis, o tuo pačiu medžiagų transportas, priklauso nuo įvairių fizikinių - cheminių parametrų, tokių kaip terpės joninės jėgos, pH, osmotinio slėgio, temperatūros, bet visų pirma nuo elektrinio lauko impulso stiprio (Neumann et al., 1989). Ląstelių suspensijoje daugelio šių parametrų priklausomybė yra nustatyta, todėl elektroporacijos reiškinys gali būti gerai prognozuojamas ir valdomas (Chang et al., 1992). 

Neumann su kolegomis pirmieji 1982 metais pademonstravo elektroporacijos tinkamumą intaktinių eukariotinių ląstelių transformacijai in vitro (Neumann et al., 1982). Elektrotransformuoti galima ne tik žinduolių ląsteles, bet ir bakterijų, mielių bei augalų ląsteles (Teissie, J., et al., 1999). Tinkamai parinkus elektrinių laukų parametrus, elektroporaciją galima sukelti praktiškai visų rūšių biologinėms ląstelėms bei audiniams (Neumann et al., 1999). Daugiausiai eksperimentinių tyrimų atlikta elektroporuojant ląsteles in vitro. 

Dėl savo fizikinio pobūdžio ir paprastumo elektroporacijos metodas yra pritaikytas daugelyje sričių: genų terapija, vaistų įvedimas per odą, navikų gydymas - elektrochemoterapijoje, ląstelių suliejimas elektriniu būdu, pernešimas receptorių į ląstelės paviršių, sterilizacija pramonėje. Elektrogenoterapija ir elektrochemoterapija, tai dvi šiuo metu intensyviai vystomos elektropermeabilizacijos pritaikymo kryptys biomedicinos srityje.

DNR elektropernaša – DNR įvedimas į ląsteles ar audinius taikant elektroporaciją (Mir, 2001). Elektroporacijos metodo paprastumas ir jos pritaikomumas įvairiems ląstelių tipams paskatino DNR elektropernašos tyrimus. Publikacijomis buvo įrodytas elektroporacijos tinkamumas ir efektyvumas, palengvinti plazmidinės DNR in vivo perkėlimą į įvairius audinius – raumenis (Mir et al., 1999), navikus (Nishi et al., 1996), kepenis (Heller et al., 1996), odą (Titomirov et al., 1991), blužnį (Tupin et al., 2003), plaučius (Dean et al., 2003), arterijas (Young et al., 2003), nervų audinius (Murphy and Messer, 2001), pelių sėklides (Muramatsu et al., 1997).

Elektrogenoterapija gali būti pritaikyta raumenų distrofijos, eritropoetinės anemijos bei kitų įgimtų ar įgytų ligų gydymui, taip pat vakcinacijai (Mir.L.M., 1999).

DNR elektropernašos tyrimuose dažniausiai naudojamos vienodų impulsų serijos. Neseniai įrodyta, kad panašų DNR elektropernašos efektyvumą galima pasiekti naudojant aukštos amplitudės trumpus impulsus (HV) ir žemos amplitudės, ilgos trukmės impulsus (LV). In vivo tyrimuose parodyta, kad HV impulsai pagrindinai svarbūs ląstelių elektroporacijai. Tuo tarpu LV impulsai, nors ir nesukelia ląstelių elektroporacijos, yra svarbūs bendram elektrotransfekcijos efektyvumui. Manoma, kad LV impulsai palengvina DNR elektropernašą dėka DNR elektroforezės elektroporuotame audinyje (Šatkauskas et al., 2002; Šatkauskas et al., 2005). Tačiau iki galo DNR elektroforezės įtaka nėra įrodyta. 

Siekiant geriau suprasti elektroporacijos mechanizmus bei siekiant toliau optimizuoti navikų elektrochemoterapiją, elektrogenoterapiją Biologijos katedros Biofizikų tyrimų laboratorijoje buvo pradėti in vitro DNR elektropernašos tyrimai. Geriau supratus DNR elektropernašos mechanizmus palegvėtų metodo optimizavimas ir jo pritaikymas klinikiniuose tyrimuose.

II. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI
Objektas:      

Tyrimams naudotos Kinijos žiurkėno kiaušidžių (CHO) ląstelės.

Tikslas: 
Įvertinti DNR elektropernašos efektyvumą į Kinijos žiurkėno kiaušidžių (CHO) ląsteles priklausomai nuo HV (aukštos įtampos trumpi impulsai) ir LV (žemos įtampos ilgi impulsai) impulsų parametrų.

Uždaviniai:

1) Nustatyti elektroporuotų CHO ląstelių dalies priklausomybę nuo elektrinio lauko stiprio jas paveikus (HV) 100 (s arba (LV) 100ms trukmės impulsu.
2) Nustatyti elektrotransfekcijos efektyvumą priklausomai nuo HV impulsų skaičiaus.
3) Naudojant HV ir LV impulsų kombinacijas įvertinti elektrotransfekcijos efektyvumą priklausomai nuo LV impulsų parametrų.
III. LITERATŪROS APŽVALGA

                      3.1 Elektroporacija (elektropermeabilizacija)
Pastaraisiais metais, manipuliacija biologinėmis ląstelėmis ir audiniais, taikant elektrinius laukus, įgijo didelę svarbą ląstelės biologijai, biofizikai, o ypač medicinai ir biotechnologijoms (Chang et al., 1992; Neumann et al., 1989). Ypač naudinga priemone elektroporacijos metodas tampa manipuliuojant ląstelėmis. Taikant elektroporaciją, ląstelės yra paveikiamos trumpalaikiu, tačiau stipriu elektriniu lauku, kurio metu ląstelės membrana įgyja laikiną laidumo padidėjimą, susidaro poros ne tik mažoms, bet ir didelėms molekulėms, kurios gali patekti į ląstelės vidų ar į išorę (1 pav.). Ląstelių pralaidumo pasikeitimas kyla dėl ryškaus membranos struktūros pasikeitimo. Procesas yra grįžtamas ir po laikinų membranos pokyčių, ląstelė atgauna savo pradinę būseną. Membranos elektroporacija, visų pirma, priklauso nuo elektrinių laukų, įvairių fizikinių - cheminių parametrų, tokių kaip joninės jėgos, pH, osmotinio slėgio, temperatūros, nuo membranos sudėties (Neumann et al., 1989). 

Atlikta daug teorinių ir eksperimentinių tyrimų, bet detalus elektropermeabilizacijos mechanizmas galutinai nenustatytas (Orlowski, S. and Mir, L. M. 1993). Dažniausiai naudojami terminai elektroporacija ir elektropermeabilizacija yra sinonimai. Abu terminai naudojami patogumo sumetimais vietoj neutralaus gan ilgo termino „stipraus elektrinio lauko impulsų sukeliamas poveikis“ (Mir, L. M. 2001). 
3.2 Elektroporacijos slenkstis

Elektrinio lauko poveikyje abiejuose ląstelės poliuose yra indukuojamas transmembraninio potencialo pokytis. Sferinei ląstelei šis transmembraninio potencialo pokytis apskaičiuojamas pagal formulę:

∆Фm = 1,5 E0 r0 cosa                           (1)

 ∆Фm yra indukuotas transmembraninis potencialas, E0 – išorinis elektrinis laukas, r0 – ląstelės spindulys ir a yra kampas tarp ląstelės membranos vietos, kur pamatuotas ΔФ ir E0 krypties. Ši lygtis rodo, kad pokyčio vertė yra proporcinga ląstelės spinduliui ir skaliarinei išorinio elektros lauko vertei (1 pav.). Pagal šią formulę maksimalus transmembraninis potencialas bus indukuojamas ląstelės poliuose (taškai abipus membranos, kuriuos kerta elektriniam laukui lygiagreti linija, einanti per ląstelės centrą). Poliuje, kuris yra artimesnis anodui, indukuojamas teigiamas potencialas, priešingame jam – neigiamas. Taškuose, nuo polių nutolusiuose 90o kampu, transmembraninis potencialas neindukuojamas.
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1 pav. Gyvos ląstelės elektriniame lauke schema (Teissie and Rols, 1993).
Elektroporacija - tai slenkstinis reiškinys, kuris vyksta tik tada, kai yra viršyjama slenkstinė vertė ∆ФS . Jei elektriniai parametrai yra tinkamai parinkti vyksta grįžtami membranos struktūros pasikeitimai. 

Didėjant elektriniam laukui didėja tiek elektroporuotų ląstelių, tiek žuvusių ląstelių skaičius. Norint elektroporuoti maksimalų kiekį ląstelių svarbu žinoti slenkstinę vertę, kuri būdinga tiriamai ląstelių linijai (ląstelės gali skirtis dydžiu, membranos savybėmis). 

3.3 Elektrinio lauko parametrai
Membranos pralaidumas, porų skaičius ir dydis, o tuo pačiu medžiagų transportas, priklauso nuo įvairių fizikinių – cheminių ir biologinių parametrų, tokių kaip joninės jėgos, pH, osmotinio slėgio, temperatūros, bet visų pirma nuo elektrinio lauko impulso stiprio (Neumann et al., 1989).
Fizikiniai veiksniai

Teorinių ir eksperimentinių tyrimų pagalba nustatyta, kad pagrindiniai parametrai, valdantys tam tikro dydžio ląstelės elektroporaciją yra:

         1. Elektrinio lauko stipris; 

         2. Impulsų skaičius;

         3. Impulsų trukmė;

         4. Elektrinio impulso forma;

         5. Impulsų dažnio.

Parinkus tinkamus parametrus gali būti išsaugotas ląstelės gyvybingumas. 

Elektrinio lauko stipris 

Ląstelės elektroporacija prasideda tuomet, kai lauko intensyvumas yra didesnis negu permeabilizacijos slenkstinė vertė. Elektroporuota membrana yra tik apibrėžtam ląstelės paviršiuje. Didinant elektrinio lauko stiprumą virš slenkstinės ribos (kai impulso trukmė pastovi), membranoje didėja elektroporuotos srities plotas – didėja porų skaičius ir dydis (Kinosita and Tsong, 1977; Saulis et al., 1991). Ląstelių elektroporacija priklauso ne tik nuo elektrinio lauko stiprio, bet ir nuo ląstelės formos bei orientacijos elektrinio lauko atžvilgiu. Jei porų dydis ir skaičius membranoje viršija tam tikrą kritinį dydį membrana yra mechaniškai suardoma. 

Elektroporacijos tyrimuose naudojamos įvairios impulsų trukmės. Eksperimentiškai nustatyta, kad slenkstinis transmembraninis potencialas, reikalingas membranos elektroporacijai ir priklauso nuo elektrinio poveikio membranai trukmės. Dabar manoma, kad transmembraniniam potencialui nusistovėti reikalinga apie 10 (s.

Elektrinių impulsų trukmė ir skaičius

Ląstelės paviršiaus dalis, kurioje vyksta membranos elektroporacija nepriklauso nuo impulsų trukmės т ir skaičiaus n. Tuo tarpu elektroporų tankį, t.y. elektropermeabilizacijos efektyvumą stipriai kontroliuoja impulsų trukmė ir skaičius. Didinant impulse trukmę (т > 10 (s), arba didinant impulsų skaičių n, slenkstinis transmembraninis potencialas membranai elektroporuoti išlieka pastovus, tačiau didėja membranos pralaidumas. Be to, palaikant suminę impulsų trukmę nт pastovia, membranos pralaidumas auga, didinant impulsų skaičių (Rols and Teissie, 1990; Kinosita and Tsong, 1977).

Elektrinių impulsų forma

Elektroporacijos tyrimuose naudojami stačiakampiai elektrinių impulsų ir eksponentiškai gęstančių impulsų generatoriai. Naudojant pastaruosius generatorius ląstelės patiria labai stiprų pradinį elektrinio lauko poveikį, o tai gali turėti neigiamos įtakos ląstelės vientisumui (Rols and Teissie, 1990). Todėl efektyvesni yra stačiakampiai elektriniai impulsai, kuriuos taikant pasiekiamas didelis elektroporuotų ląstelių skaičius ir išlaikomas jų gyvybingumas (Xie and Tsong, 1990). Eksponentiškai gęstantys impulsai yra lengviau generuojami negu stačiakampiai impulsai, tačiau jų trukmė priklauso nuo elektroporuojamo objekto varžos.

Cheminiai veiksniai

Cheminiai veiksniai įtakoja elektroporaciją in vitro sąlygomis: membranos molekulinė sandara, osmosinis slėgis bei joninės terpės sudėtis, elektrodų medžiaga, temperatūra (Orlowski, S. and Mir, L. M. 1993; Teissie and Rols, M. P. 1999; Mir, L. M. 2001). Permeabilumas yra ilgai egzistuojantis ir šis fenomenas stipriai priklauso nuo membranos prigimties. Grynoje fosfolipidinėje membranoje permeabilizacija palaikoma labai trumpai, o natūralioje ląstelės membranoje gali išlikti ilgesnį laiką (t.y. nuo sekundžių iki valandų) (Rols, M. P. and Teissie, J. 1990). Elektroporacijos efektyvumas in vitro priklauso ir nuo joninės terpės sudėties, kurioje ląstelės yra suspenduotos. Ląstelių gyvybingumas padidėja kai sumažinamas terpės laidumas, o elektroporuotų ląstelių kiekis išlieka toks pat (Pucihar, G., et all 2001). Naudojant mažesnio laidumo terpę sumažėja ir srovės stiprumas, o tuo pačiu sumažėja ir šiluminis poveikis ląstelių suspensijoje (Teissie, J., and Rols, M. P. 1999; Pucihar, G., et all 2001). Elektrolitinis poveikis veikiant impulsui gali pakeisti terpės sudėti dėl atsipalaiduojančių metalo jonų (Al3+, Fe2+/Fe3+) nuo elektrodų bei dėl papildomos jonizacijos ir disociacijos tarp terpės sudėtinių dalių (Mir, L. M. 2001). Toks jonų atsipalaidavimas keičia suspensijos pH, sukelia nukleo rūgščių ir baltymų nusėdimą dėl ko nukenčia ląstelių gyvybingumas. Žalinga išsiskiriančių metalo jonų poveikį galima sumažinti naudojant simetrinius bipoliarinius impulsus vietoj monopoliarinių (Mir, L. M. 2001). Taip pat joninėje terpėje gali būti nepageidaujamų ir netgi toksiškų medžiagų, pavyzdžiui Ca2+ jonai. Veikiant elektriniam impulsui ar iškart po jo Ca2+ jonai difunduoja per laikinai permeabilę membraną dėl esamos labai žemos Ca2+ jonų koncentracijos citozolyje (apie 0,1 μM). Padidėjęs Ca2+ jonų kiekis citozolyje gali tiesiogiai įtakoti ląstelės lizę, sukelti citoskeleto, DNR ar kitų ląstelės komponentų pažeidimus (Lebar, A. M. et al., 2001). 

Ląstelės pasikrovimo laikas priklauso nuo ląstelės morfologijos, membranos dielektrinių savybių ir citoplazmos bei terpės laidumų (jonų kiekio). Ląstelių pasikrovimas in vitro sąlygomis priklauso tik nuo ląstelės dydžio, tačiau visa tai negalioja ląstelių kultūrai ar audiniui (S.Somiari et al., 2000). 

Biologiniai veiksniai 

1. Ląstelės dydis; 

2. Ląstelės forma; 

3. Orientacija elektriniame lauke.

3.4 Grįžtama ir negrįžtama elektroporacija

Tarkime, kad dvisluoksnė lipidinė membrana veikiama pastoviu elektriniu lauku. Jei membranos varža didelė, tai transmembraninė įtampa susilygina su elektrodų įtampa U0. Laipsniškai didinant U0, per membraną pradeda tekėti elektros srovė. Vėliau atsiradusius srovės svyravimus lydi staigus negrįžtamas srovės augimas tol, kol pasiekiamas įsotinimas. Įsotinimo srityje membrana jau sutrūkusi, nes srovės stipris per pakitusią membraną yra toks pats, kaip matuojant I(t) be membranos. Tai negrįžtamos elektroporacijos pavyzdys. Didelės amplitudės ilgalaikiai elektriniai impulsai visiškai suardo ląstelės membraną, nes indukuoja besiplečiančias kritinio dydžio poras (J.C.Weaver, C.Chizmadzev, 1996). 

Jei elektrinis impulsas nėra ilgai trunkantis, tai membrana iš elektroporuotos būsenos grįžta į pradinį būvį. Milisekundžių ar mikrosekundžių trukmės ir didelės (~1.1 V/membranai) amplitudės impulsas padidina membranos laidumą 104–105 kartų. Po išsikrovimo membrana lieka mechaniškai stabili ir gali būti perkrauta iš naujo, gaunant tą patį rezultatą. Tai grįžtamoji elektroporacija. Jos metu jonai ar molekulės difuziškai juda per membraną bei ją iškrauna, todėl pora užsidaro ir ląstelė lieka sveika (J.C.Weaver, C.Chizmadzev, 1996).

3.5 Molekulinis transportas per elektroporuotą membraną

Dėl ląstelės elektroporacijos laikinai stipriai išauga medžiagų transportas per membraną. Ši svarbi elektroporacijos savybė įgavo pritaikymą biotechnologijoje, molekulinėje bei ląstelės biologijoje, biomedicinoje (Neuman et al., 1989; Mir, 1993). 

Elektroporacijos būdu į biologinę ląstelę gali būti įvesta daugelis pro membraną neprasiskverbiančių medžiagų, tokių kaip, kai kurie jonai, mažos molekulės, vaistai, antikūnai, DNR, RNR, dažai, baltymai ir dalelės iki 20 nm. Nors įvesta daug ir įvairių medžiagų, detalus medžiagų transporto mechanizmas per elektroporuotą membraną nėra aiškus. Išskiriami trys svarbiausi transportavimo mechanizmai: 

                        •  Elektrinis dreifas (Weawer and Barnut, 1992); 

                        •  Elektro-osmosas (Sowers, 1988); 

                        •  Difuzija (Michel et al., 1988). 

3.6 Porų prigimtis ir kilmė
Manoma, kad elektrinio lauko poveikyje membranoje susiformuoja įvairių tipų poros. Tai gali būti hidrofobinės poros, hidrofilinės poros, poros tarp baltymų ir lipidų ar tik tarp baltymų.
Membrana elektroporuojama, kai jos transmembraninis potencialas pasiekia slenkstinę ribą, kuri yra nuo kelių šimtų mV iki 1-2 V. Slenkstinė įtampa priklauso nuo impulsų trukmės. Kad įvyktų elektroporacija pastovioje transmembraninėje įtampoje reikalinga impulso trukmė susijusi su temperatūros pakilimu. Normaliomis sąlygomis membranoje spontaniškai formuojasi laikini defektai - hidrofobinės poros. Manoma, kad šių porų atsiradimą sąlygoja šiluminiai efektai (2 pav. C). Kai transmembraninė įtampa pasiekia kritinę vertę spontaniškai susiformavusios hidrofobinės poros pradeda plėstis. Kai hidrofobinio defekto dydžiai neviršija kritinės ribos, jas atstatančių jėgų veikla ir mažojo spindulio sritis dėl to yra stabili. Tačiau porai pasiekus kritinę vertę, poros energija pasiekia dydį, kuriam esant įvyksta fosfolipidų transformacija ir pora tampa hidrofiline (2 pav. D). Dėl šio perėjimo poros energija sumažėja ir stabilizuojama naujoje būsenoje. Manoma, kad tokie porų būsenos kitimai membranoje vyksta nuolat. Kaip parodyta 2 pav., siūloma daugybė porų tipų.

Hidrofilinių ir hidrofobinių porų energijų sugretinimas Wh (r) ir w (r) atitinkamai parodo, kad hidrofobinių porų formavimasis membranų dvisluoksnyje yra energetiškai žymiai palankesnis tada, kai spindulys yra labai mažas. Šių hidrofobinių porų gyvavimo trukmė priklauso nuo lipidų kaitos membranoje.
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2 pav. Lipidinėje membranoje atsirandančių porų tipai kurie, manoma, yra tiesiogiai susiję su elektroporacija. A: mikrodefektai tarp fosfolipidų. B: mikrodefektas “bangelė”. C: Hidrofobinė pora. D: Hidrofilinė pora, paprastai vertinama kaip “pirminė pora”, per kurią eina jonai ir molekulės. E: Sudėtinė pora su vienu ar daugiau proteinų vidiniame poros krašte. F: Sudėtinė pora su pradine pakrauta makromolekule, įterpta į hidrofilinę porą (Abidor et al., 1979). 

3.7 Porų mažėjimas ir užsidarymas

Tinkamai parinkus eksperimentines sąlygas, membranos elektroporacija yra grįžtamas reiškinys. Po elektrinio lauko poveikio atsiradusios poros pradeda mažėti ir po kurio laiko išnyksta visiškai. Išnykimo greitis priklauso nuo membranos tipo, elektrinio poveikio stiprio bei fizikinių - cheminių sąlygų po elektroporacijos. Pastebėta, kad porų gyvavimo laikas bilipidinėse membranose neviršija kelių sekundžių (Neuman and Rosenheck, 1972), o ląstelių membranose – siekia kelias minutes ar net valandas (Kinosita and Tsong, 1977; Saulis et al., 1991). Paprasčiausias metodas tirti mažėjančių porų kinetiką yra toks. Įvairiais laiko momentais į ląstelių suspensiją dedamos žinomo dydžio (dažnai žymėtos) molekulės. Po kurio laiko ląstelės nuplaunamos ir tiriama kiek ir kokių molekulių pateko į ląstelę (Serpensu et al., 1985; Escande – Geraud et al., 1988; Saulis et al., 1991). Pagrindinis faktorius įtakojantis porų kinetinius pasikeitimus yra temperatūra: kuo aukštesnė temperatūra, tuo greitesnis porų išnykimas. Greitas porų išnykimas stebimas esant 37o C, o ląsteles laikant 4o C temperaturoje, poros išlieka ilgiau, tai yra membranos laidumo padidėjimas yra išsaugomas ilgiau kaip 30 min. Kuo didesnės elektroporos susiformuoja, tuo ilgesnis laikas reikalingas sugrįžti į pradinę nepralaidžią membranos būseną (Kinosita and Tsong, 1977). Priklausomai nuo poros dydžio, galima išskirti tris jos užsidarymo etapus:

1. Greitas poros dydžio mažėjimas (charakteringas laikas < 1s);

2. Lėtas poros dydžio mažėjimas (charakteringas laikas apie keletas minučių);
3. Visiškas porų išnykimas (charakteringas laikas > 10 min.) (Saulis et al., 1991).

Nustatyta, kad porų mažėjimas dar priklauso nuo suspensinės terpės joninės jėgos, osmosinio slėgio, membranos sudėties, citoskeleto, tačiau nepriklauso nuo to, kokiu keliu jos buvo suformuotos (Rols and Teissie, 1990).  
1 lentelė. Ląstelių porų išnykimas paveikus elektriniu lauku.
	Ląstelės
	Elektroporacija:amplitudė,

kV/cm trukmė, μs

Impulso forma
	m max (V)
	T (oC)
	Porų išnykimo laikas,min
	Metodai
	Atliko

	Žmogaus eritrocitai
	E0=3.7 kVcm-1, i=80 s
Stačiakampis impulsas
	≈2.1
	37
	≈1 h
	Na+ (23 Da) pralaidumas,

spindulys ≈0.2 nm
	Kinosita and Tsong, 1977b

	Žmogaus eritrocitai
	E0=3.7 kVcm-1, i=80 s
Stačiakampis impulsas
	≈2.1
	25
	2-3 h
	Na+ (23 Da) pralaidumas,

spindulys ≈0.2 nm
	Kinosita and Tsong, 1977b

	Žmogaus eritrocitai
	E0=4 kVcm-1, i=2 s
Stačiakampis impulsas
	≈2.25
	37
	15 min
	Rb+ (86 Da) magnetinis laidumas,

spindulys ≈0.2 nm
	Serpersu et al., 1985

	Žmogaus eritrocitai
	E0=3.75 kVcm-1, i=22 s

Eksponentiškai
	≈2.1
	37
	20-40min
	Na+ (23 Da) pralaidumas,

spindulys ≈0.2 nm
	Saulis et al., 1991

	Žmogaus eritrocitai
	E0=9 kVcm-1, i=4 s

Eksponentiškai
	≈5.1
	37
	1-3min
	Na+, Cl- and K+ (23-39 Da)  magnetinis laidumas,

spindulys ≈0.2 nm
	Glaser et al., 1986

	Žmogaus eritrocitai
	E0=6 kVcm-1, i=40 s

Eksponentiškai
	≈3.1
	37
	16s
	K+ (39 Da) pralaidumas, spindulys ≈0.2 nm
	Deuticke and Schwister, 1989

	Žmogaus eritrocitai
	E0=6 kVcm-1, i=40 s

Eksponentiškai
	≈3.1
	25
	52s
	K+ (39 Da) pralaidumas, spindulys ≈0.2 nm
	Deuticke and Schwister, 1989

	Pelės T-limfocitai
	E0=14 kVcm-1, i=0.5 s

Eksponentiškai
	6-7
	37
	1-2min
	eozinas (648 Da) magnetinis laidumas, spindulys ≈0.62 nmb
	Zimmermann et al., 1980b

	Kiniško žiurkėno kiaušialąstės
	Stačiakampis impulsas
E0=1 kVcm-1, i=100 s,  f=1 Hz
	1.3-1.7
	37
	<5min
	Tripano mėlis (960 Da)  magnetinis laidumas,

spindulys≈0.7 nmb
	Escande-Geraud et al., 1988

	Kiniško žiurkėno kiaušialąstės
	Stačiakampis impulsas
E0=0.6 kVcm-1, i=100 s,  f=1 Hz
	0.7-1
	37
	<5min
	ruthenium red (786 Da) magnetinis laidumas, spindulys ≈0.66 nmb
	Escande-Geraud et al., 1988

	Žmogaus eritrocitai
	Stačiakampis impulsas
E0=7 kVcm-1, i=1.2 ms
	≈3.5
	22-24
	1-2min
	NBD-Gc, magnetinis laidumas,

spindulys ≈0.45 nm
	Sowers and Lieber, 1986


	Žmogaus eritrocitai
	Stačiakampis impulsas
E0=7 kVcm-1, i=1.2 ms
	≈3.5
	37
	200ms
	Dextran (10 kDa)  magnetinis laidumas,spindulys ≈2.3 nm
	Sowers and Lieber, 1986

	Žmogaus eritrocitai
	Stačiakampis impulsas E0=7 kVcm-1, i=0.8 ms
	≈3.5
	20-22
	120ms
	Dextran (10 kDa)  magnetinis laidumas,spindulys≈ 2.3 nm
	Sowers, 1988

	Kiniško žiurkėno kiaušialąstės
	Stačiakampis impulsas E0=1 kVcm-1, i=100 s,  f=1 Hz
	1.3-1.7
	20
	20-40min
	Tripano mėlis (960 Da) magnetinis laidumas,

Spindulys≈ 0.7 nmb
	Rols and Teissie, 1989

	Pelės limfocitai
	Stačiakampis impulsas
E0=3 kVcm-1, i=10 s
	
	18
	≈10min
	Tripano mėlis (960 Da) magnetinis laidumas,spindulys ≈0.7 nmb
	Tsoneva et al., 1990

	Mielių ląstelės (Saccharomices cerevisiae)
	Stačiakampis impulsas
E0=5.3 kVcm-1, i=75 s
	
	25
	1 min
	Phloxine B (830Da) magnetinis laidumas,

spindulys ≈0.67 nmb

	Muraji et al., 1993


3.8 Biomedicininiai elektroporacijos pritaikymai

Per 6000 pasaulyje paskelbtų publikacijų įrodė, jog elektropermeabilizaciją (elektroporaciją) galima sėkmingai taikyti įvairiose srityse: medicinoje, biomedicinoje, biologijoje, genų terapijoje. Šiuo metu elektroporacija yra plačiai naudojama įvedimui į arba išvedimui iš gyvų ląstelių įvairių pro membraną nepraeinančių medžiagų, tokių kaip vaistai, baltymai, fermentai, antikūnai, nukleotidai, RNR ir net mažos organelės (Gehl, 2003). Elektroporacija tapo ypač populiari technika svetimos DNR įvedimui į bet kokios prigimties ląsteles (Neumann ir kt., 1982, Poter H, 1988). Įvairios rūšys žinduolių, vabzdžių, vienaląsčių ir augalų ląstelių, intaktinių bakterijų ir mielių buvo sėkmingai transformuotos šios technikos pagalba. Kiti elektroporacijos taikymai yra ląstelių elektrosuliejimas siekiant gauti hibridomas (Zimmermann, 1982), svetimų glikobaltymų įstatymas į kraujo ląstelių membraną (Mouneimne ir kt., 1989), maisto produktų sterilizacija (Zhang ir kt., 1994), elektrochemoterapija (Mir ir kt., 1991a) ir vaistų įvedimas pro odą (Prausnitz ir kt., 1993).

Elektrogenoterapija ir elektrochemoterapija, tai dvi šiuo metu intensyviai vystomos elektropermeabilizacijos pritaikymo kryptys biomedicinos srityje.

Elektrochemoterapija

Elektroporacija onkologijoje. Bene sėkmingiausias ir plačiausias elektroporacijos pritaikymas pasiektas onkologijoje, kur kombinuojant elektroporaciją su chemoterapija išvystyta nauja vėžio gydymo kryptis – elektrochemoterapija (ECT). 
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3 pav. Elektrochemoterapijos (ECT) tehnologija. Vaistai įvedami lokaliai, tai yra į naviką.

Navikų elektrochemoterapija ypač sparčiai pradėjo vystytis paskutinius 10 metų. Šio metodo pradininku laikomas Mir et al. (Mir et al., 1991). Tai naujas navikų gydymo metodas kombinuojantis antinavikinių vaistų bei stiprių elektrinių laukų naudojimą. Jo esmė: stipriais elektriniais laukais veikiant naviką, įvyksta navikinių ląstelių elektroporacija – plazminėje membranoje susidaro mikroporos. Pro šias poras į navikinę ląstelę gali patekti daugiau citotoksinio preparato molekulių, kurios normaliomis sąlygomis į membraną prasiskverbia sunkiai. Dėl padidėjusio citotoksinio preparato kiekio ląstelės viduje, gaunamas sustiprintas preparato citotoksinis veikimas. Elektrochemoterapijos (ECT) dėka, kai kurių antinavikinių preparatų dozės, reikalingos gydomajam efektui pasiekti gali būti sumažintos dešimtis ir net šimtus kartų (Heller et al., 1995; Mir et al., 1991). Tyrimais su ląstelėmis nustatyta, kad elektroporacijos pagalba kai kurių priešnavikinių vaistų efektyvumas gali būti padidintas nuo 100 ir net iki 5000 kartų. Daugelio tyrimų rezultatai su pelėmis, žiurkėmis, triušiais, šunimis, katėmis, bei arkliais parodė, kad elektroporacija kur kas padidina vartojamų priešvėžinių vaistų efektyvumą. 70-85% navikų po minėto gydymo visiškai išnyko. Vien tik elektroporacija nepasižymi žalojančiu poveikiu nei veikiamam navikiniam audiniui, nei aplinkiniams audiniams. Elektroporacija nekeičia įterpiamų į ląstelių vidų vaisto molekulių aktyvumo. Daugelyje šalių gauta gerų gydymo rezultatų.

Dažniausiai elektrochemoterapijoje naudojamas bleomicinas (BLM), kuriuo kliniškai gydoma dauguma kietų navikų ir piktybinių limfomų (Sersa G et al., 1994). Bleomicinas - tai 1500 Da gerai vandenyje tirpstantis antibiotikas, pirmą kartą išskirtas 1966 metais, kurio citotoksiškumas iš esmės pasireiškia jam patekus į ląstelės vidų. Normaliomis sąlygomis bleomicinas į ląsteles gali patekti keliais būdais:

1) pinocitozės būdu, bet intaktinėse ląstelėse BLM pasilieka endocitozinėse vakuolėse ir nedifunduoja iš jų į ląstelės citozolį, todėl taip patekę vaisto molekulės nepasižymi citotoksiniu veikimu (Poddevin et al., 1991; Pron et al., 1994).
2) endocitozės būdu, kuomet vaistas sąveikauja su specifiniais membranos baltymais ląstelių paviršiuje, prisikabina prie jų ir jų pagalba patenka į ląstelės vidų. Šis mechanizmas labai lėtas ir gali transportuoti tik ribotą kiekį molekulių (Lazo et al., 1990; Pron et al., 1994). 
 Taip pat yra žinoma, kad bleomicinas į ląstelės vidų gali patekti specifinių receptorių pagalba. Tačiau, visais minėtais atvejais bleomicinas į ląstelę patenka mažais kiekiais, kurių gali nepakakti letaliai paveikti ląstelę. 

Bleomicino citotoksiškumas ląstelei stipriai išauga kuomet jo patekimas į ląstelę yra palengvinamas (Poddevin et al., 1991). Iš esmės jo citotoksiškumas pagrįstas viengubos bei dvigubos DNR grandžių suardymu. Kelių mokslininkų tyrimai parodė, kad DC-3F ląstelių kultūroje pakanka apie 5000 bleomicino molekulių ląstelių viduje, kad ši ląstelė patirtų letalinį jo poveikį. Yra žinoma, kad priklausomai nuo bleomicino kiekio, patekusio į ląstelės vidų, ląstelė gali žūti mitotiškai ar pseudoapoptotiškai.

Šis vaistas gali būti įvedamas sistemiškai (dažniausiai intraveninis, bet gali būti ir į pilvo ertmę ar į arteriją) ar lokaliai, tai yra į naviką (3pav.). Jis yra tinkamiausias vaistas kombinuotam naudojimui su elektriniais impulsais (Mir L.M, 2001; Belehradek et al., 1994). Elektroporacija leidžia vaistui tiesiogiai patekti į citozolį. Tokiu būdu BLM dozės, reikalingos tam pačiam terapiniam efektyvumui pasiekti, gali būti sumažinamos apie 700 kartų (Mir et al., 1991; Orlowski, 1988). Klinikiniuose elektrochemoterapiniuose tyrimuose naudojamos efektyvios BLM dozės yra pakankamai mažos ir nesukelia pašalinio efekto (Mir L.M, 2001). 

Dar vienas vaistas, pradėtas taikyti elektrochemoterapijoje, yra cisplatina. Šis vaistas, taip pat prasiskverbia pro plazminę membraną, tik paveikus ją elektriniu lauku ir yra stipriai citotoksiškas (Melvik et al., 1986). Cisplatinos efektyvumas buvo pademonstruotas atliekant klinikinius tyrimus ir in vivo eksperimentuose, gydant įvairius piktybinius navikus elektrochemoterapijos metodu (Sersa et al., 1995). 

Kitas antinavikinis preparatas yra ciklofosfamidas. Ciklofosfamidui patekus į organizmą reikia metabolinės aktyvacijos tam, kad jis įgytų biologinį aktyvumą. Didžiausia vaisto bioaktyvacija vyksta kepenyse. Iš kepenų metabolitai patenka į kraujotaką ir gali pasiekti naviką, tačiau gaunamas ir didelis šalutinis poveikis (Griciūtė et al., 1998).

Ciklofosfamidas chemiškai modifikuoja DNR ar RNR, sukelia sąryšas tarp DNR siūlų ar tarp DNR ir baltymų.

Yra ištirta, kad ciklofosfamidas bei kiti chemoterapiniai agentai sukeldavo apoptozę įvairių navikų: adenokarcinomų, limfomų, sarkomų (Griciūtė et al., 1998).

Pastaruoju metu pradėti ECT antinavikinio efektyvumo tyrimai taikant kitus citotoksinius preparatus: peplomiciną, mitomiciną (Kanesada H., 1990). Šių preparatų antinavikinis efektyvumas dėl navikų elektroporacijos taip pat pastebimai padidėjo. Tad elektroporacijos metodo, leidžiančio pagerinti antinavikinių vaistų patekimą į naviko ląsteles plėtotė yra svarbi tiek moksliniu, tiek praktiniu aspektu.

Elektrinis laukas turi būti naudojamas po vaisto injekcijos, kai vaisto koncentracija navike esti maksimali. Vaisto patekimas į naviką elektrinio lauko veikimo pasėkoje yra patvirtintas, tiriant platinos (Čemažar et al., 1999), 57Co-Bleomicino (Belehradek et al., 1994) ir 111In-bleomicino (Ergstom et al., 1998) molekulių pasiskirstymą navikuose.

Pirmieji ECT eksperimentai buvo atlikti naudojant adatinius elektrodus. Vėlesniuose tyrimuose naudoti adatiniai ir plokšteliniai elektrodai: adatiniai elektrodai buvo įterpiami tiesiogiai į naviką, plokšteliniai – dedami priešinguose naviko paviršiaus šonuose, prieš tai pašalinus naviko srityje esančius plaukelius. Tiriant ECT efekto priklausomybę nuo elektrodų tipo nustatyta, kad geresni rezultatai esti gauti, naudojant plokštelinius elektrodus (Šatkauskas et al., 1998).

Taip pat buvo nustatyta, kad geresnis efektas yra ECT pakartojus kelis kartus (Mir et al., 1991; Šatkauskas et al., 1998; Labanauskienė and Šatkauskas et al., 1999).

Elektroporacija – daugelyje sričių savo pritaikymą atradęs metodas, kurio populiarumas vis didėja. Taigi elektrochemoterapijos metodo savybės bei efektyvumas įrodo pritaikymo onkologijoje perspektyvas.

Elektrogenoterapija

Genų terapijos sėkmė labai priklauso nuo genų pernešimo technologijų pritaikymo medicinoje. Todėl labai svarbu parinkti tinkamas genų pernešimo sistemas. Genų terapijos tikslams reikiamas genas įterpiamas į daleles, galinčias patekti į organizmo ląsteles. Šios geną pernešančios dalelės vadinamos vektoriais. Vektoriai gali būti virusiniai, nevirusiniai ir fiziniai. 

Manoma, kad virusiniai vektoriai yra efektyviausias metodas geno perkėlimui. Tačiau virusinių vektorių gamyba yra sudėtinga, o jų panaudojimas dažnai susijęs su įvairiais rizikos faktoriais. Todėl stengiamasi surasti paprastą ir universalų ląstelių transformacijos metodą. Todėl šiuo metu plačiai tiriami ne tik virusiniai, bet ir kitokio tipo vektoriai. Jie skirstomi į dvi pagrindines grupes: cheminiai ir fiziniai nevirusiniai vektoriai. Nors palyginti su virusiniais vektoriais, nevirusiniai vektoriai yra šiuo metu mažiau efektyvūs, nauji įvykiai, leidžia tikėti šitų metodų ateitimi. Fiziniams nevirusiniams vektoriams priskiriamas elektroporacijos metodas, paremtas elektrinių impulsų taikymu ląstelėms. Palyginti su plačiai priimtais virusiniais ir cheminiais vektoriais, DNR elektroperkėlimo metodas pasirodė paprastas ir saugus. Beto plazmidės paruošimas yra daug paprastesnis ir pigesnis lyginant su kitų nevirusinių vektorių paruošimu. Audinių transfekcija gali būti atliekama lokaliai, tiksliai norimoje vietoje ir praktiškai nėra apribojimų dėl geno ar genų dydžio. Elektroporacijos būdu galima įvesti ir tokius didelius genus, kurie netelpa į virusines daleles. 
Tačiau, mechanizmai bei optimalios sąlygos efektyviam genų elektroperkėlimui yra vis dar didžia dalimi nežinomi. Efektyvi DNR transfekcija in vivo gali būti pasiekta su kombinacijomis - aukštos įtampos impulsais (HV) ir žemos įtampos (LV) impulsais. Ši technika buvo naudojama atskirti du skirtingus elektrinio lauko poveikius ir patvirtinti hipotezę, kad taikomuose elektriniuose impulsuose yra du aktyvūs komponentai: HV - ląstelės elektroporacija ir LV - elektroforetinės jėgos. Naudojant HV ir LV impulso kombinacijas optimaliomis sąlygomis buvo surastas in vivo elektroperkėlimas įvairiuose audinių tipuose: kepenys (Heller et al., 1996), raumenys (Mir et al., 1999), navikai (Nishi et al., 1996).

Genų elektropernašos istorija

Naujausias ir labai įdomus tarp kitų biomedicininių pritaikymų yra DNR elektroįvedimas į įvairius audinius ir ląsteles (Jaroszeski et al., 2000; Somiari et al., 2000; Mir, 2000). Idėją, kad DNR gali būti perkeliama į gyvas ląsteles, pirmą kartą pateikė E. Neumann 1982 metais (Neumann et al., 1982). Po kelių metų pasirodė antra publikacija, apibūdinanti sėkmingą DNR perkėlimą į eukariotines ląsteles (H. Potter, 1984). Nuo tada elektroporacija tapo populiari kaip efektyvi svetimos DNR įvedimo į bet kokios prigimties ląsteles metodas (Potter, 1988; Neumann et al., 1989). 

Elektroporacijos metodo paprastumas ir jos pritaikomumas įvairiems ląstelių tipams paskatino DNR elektropernašos tyrimus. Pirmą kartą DNR elektroporacijos būdu perkelta į audinius - naujagimės pelės odą - atliktas 1991 metais (Titomirov et al., 1991). Nuo tada progresyviai auga publikacijų, skirtų in vivo genų terapijai naudojant ląstelių ir audinių elektroporaciją, skaičius.

Lūžio taškas elektrogenoterapijos vystymęsi buvo 1998 ir 1999 metai, kai buvo paskelbtos kelios publikacijos apie DNR elektroįvedimą (Suzuki et al., 1998; Rols et al., 1998; Mir et al., 1998a; Mir et al., 1999). Šiomis publikacijomis buvo įrodytas elektroporacijos tinkamumas ir efektyvumas, supaprastinant plazmidės DNR in vivo perkėlimą į įvairius audinius – raumenis (Mir et al., 1999), navikus (Nishi et al., 1996), kepenis (Heller et al., 1996), odą (Titomirov et al., 1991), blužnį (Tupin et al., 2003), plaučius (Dean et al., 2003), arterijas (Young et al., 2003), nervų audinius (Murphy ir Messer, 2001).

Daug dėmesio skirta DNR elektroįvedimams į raumenis (Mir et al., 1999; Lu et al., 2003). Iš genų terapijos pusės, pradėta domėtis raumeninio audinio specifinėmis ląstelių, anatomijos ir fiziologijos savybėmis, o ypač raumeninio audinio produkuojamais baltymais ir sisteminiais terapiniais agentais (Beatan et al., 2000; Lu et al., 2003; Sun et al., 2003). Genų terapijos užduotis tapo įvairių vakcinų taikymai ir paveldimų ligų, kaip Diušeno raumenų distrofija, gydymas (Vilquin et al., 2001; Wells et al., 2003).

Taigi DNR elektroįvedimas sėkmingai naudojamas nuo 1998 metų ir tampa tikra alternatyva virusiniams metodams natūraliam genų perdavimui.

Genų elektropernašos tyrimai in vitro

Ląstelių elektroporacija taip pat sąlygoja ir makromolekulių, tokių kaip RNR ir DNR patekimą į ląsteles ar audinius. 1976 m. genų įvedimui į ląsteles pirmą kartą buvo panaudota elektroporacija (Auer et al., 1976). Žmogaus eritrocitai buvo įkrauti viruso SV-40 DNR bei žinduolių ląstelių RNR. Nukleido rūgšties koncentracija ląstelių viduje siekė 35% išorinio tirpalo koncentracijos. Viruso SV-40 DNR žymiai geriau prasiskverbdavo į ląsteles, jeigu ją prieš tai apdorodavo E.coli endonukleaze, pervedančia nukleininę rūgštį iš superspiralinės į tiesinę formą (Auer et al., 1976).

1982 m. Neumann su kolegomis pirmieji transfekavo ląsteles naudojant elektroporaciją (Neumann et al., 1982). Jie pelių L-ląsteles, turinčias defektinį timidinkinazės geną, patalpintas į tirpalą su pTK2E plazmide, koduojančia viruso timidinkinazės geną, paveikė elektriniais impulsais. Po to ląstelės buvo auginamos selektyvioje terpėje, kurioje išgyvendavo ir sudarydavo kolonijas tik tos ląstelės, į kurias pateko plazmidė su timidinkinazės genu. Tokiu būdu, iš susidariusių kolonijų skaičiaus, buvo galima spręsti apie transfekcijos efektyvumą.
H. Potter 1984 metais atliko sėkmingą DNR perkėlimą in vitro į eukariotines ląsteles (H. Potter 1984). Kadangi šie rezultatai buvo pasiekti naudojant klasikinį baltymų ir DNR gelio elektroforezės generatorių – daug mokslininkų galėjo išmėginti šį metodą. Naudojant šį generatorių įtampa buvo iškraunama trumpo jungimo režimu, tokiu būdu sugeneruojant eksponentiškai mažėjantį impulsą į ląsteles. 

Šiuo metu elektrinių impulsų naudojimas bakterinių ir eukariotinių ląstelių transfekcijai in vitro sąlygomis yra labai populiarus. 

Genų elektropernašos tyrimai in vivo

Nesudėtinga elektroporacijos technologija skatino genų elektropernašos tyrimus in vivo. Pirmoji publikacija apie svetimo geno įvedimą į ką tik gimusios pelės odą, pateikta 1991 metais (Titomirov et al., 1991). Dviejų superspiralizuotų plazmidžių DNR mišinys buvo įšvirkštas ką tik gimusiems peliukams po oda. Po 10-60 min, jų odos klostė buvo paveikta dviem aukštos įtampos impulsais. Nuo paveiktos odos buvo pašalintos fibroblastinės ląstelės, ir po 2-3 savaičių kultūroje buvo aptikti transformuotų fibroblastų klonai (Prausnitz ir Banga, 1998). 

1991 metais Titomirov su kitais mokslininkais atliko eksperimentą, kurio metu perdavė eksponentiškai silpnėjančius trumpus impulsus į odą po myc ir ras genų injekcijos ir jie galėjo atgaivinti keletą augančių ląstelių išreiškiant myc ir ras baltymus, kurie vėliau gali atspindėti šių onkogenų in vivo elektroperdavimą (Titomirov et al., 1991). 1996 metais Heller atrado trumpųjų impulsų (100 μs) į kepenis elektrochemoterapijos tipo sekas, naudojamas po genų DNR injekcijos, kas suteikia gana aukšto lygio tranfekciją, kuri šiandien detaliau gali būti paaiškinama pačios injekcijos pagalba, atsižvelgiant į hidrodinaminio metodo rezultatus (Heller et al.,1996). 1998 metais keturios tyrėjų grupės trijuose skirtinguose audiniuose demonstravo tranfekciją naudodami ilgus impulsus (5-50 ms): M.P Rols ir J. Teissie – augliuose (MP Rols et al., 1998), Suzuki su kolegomis – kepenyse (Suzuki et al., 1998), Aihara ir Miyazaki bei Mir su kolegomis – skeleto raumenyse (L.M Mir et al.,1999). Kelių identiškų milisekundžių ir dešimčių milisekundžių trukmės impulsų naudojimas sukelia ryškų genų ekspresijos lygio padidėjimą. Dar vėliau Lucas ir Heller palygino trumpus ir ilgus impulsus demonstruodami, kad ekspresijos lygmuo buvo aukštesnis, o ekspresijos trukmė ilgesnė, kai į audinius buvo perduodami ilgi impulsai (Lucas and Heller, 2001).

Naudodamas ilgus elektrinio lauko impulsus, Zaharoff su kolegomis (2002) parodė, kad DNR judrumas ekstraląsteliniame matrikse buvo palengvintas elektroforetinių jėgų (Šatkauskas et al., 2002, Zaharoff et al., 2002). Buvo pasiūlytas DNR elektroįvedimo in vivo į raumenis mechanizmas (4 pav.):

1. DNR įvedimas ir paskirstymas po raumeninį  audinį;

2. Ląstelių elektroporacijos;

3. DNR pasiskirstymas elektroporuotame audinyje; 

4. Elektroforeze palengvintas DNR pasiskirstymas po audinius;

5. Membranos atsistatymo (Šatkauskas et al., 2002).
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4 pav. DNR elektroįvedimo in vivo į raumenis mechanizmas. (DNR įvedimas ir paskirstymas po raumeninį audinį; ląstelių elektroporacijos; DNR pasiskirstymas elektroporuotame audinyje; elektroforeze palengvintas DNR pasiskirstymas po audinius; membranos atsistatymo (Šatkauskas et al., 2002)).

Taigi daugiausia tyrimų atliekama su raumenimis, nes raumenis lengva pasiekti, be to, raumenų ląstelės nesidalija, todėl elektroporacijos būdu įvesta DNR gali būti ekspresuojama ilgesnį laiką. Raumeninis audinys yra gausiai vaskuliarizuotas. Tai leidžia tikėtis, kad sėkmingai atlikus raumens transfekciją, terapinio geno produktas lengvai galės patekti į kraujotaką ir turėti terapinį poveikį. Šiuo atveju į raumenį žiūrima, kaip į terapinių baltymų sekrecijos organą. Be to, raumenų genų terapija gali būti panaudojama ir vakcinacijai. Be to, raumuo, kaip elektrogenoterapijos taikinys pasirinktas ir todėl, kad yra genetinių raumens ligų (pvz., Duchene distrofija), kurios gali būti genų terapijos taikiniu. Duchene distrofija pasireiškia dažniausiai berniukams 3-5 gyvenomo metais. Jos dažnis 1 atvejis iš 3500. Liga yra susijusi su pakitusiu recesyviniu X chromosomos genu, atsakingu už distrofinio baltymo gamybą. Genas yra labai didelis (apie 14kb), todėl jo pernešimas standartiniais virusiniais vektoriais yra neįmanomas. Dėl šio baltymo raumenų vystymasis sutrinka, jie pradeda atrofuotis ir vaikas žūva.

Prieš elektrinių impulsų in vivo perdavimą elektrogenoterapijos būdu buvo atrasta ir kitų in vivo ląstelės elektroporacijos pritaikymo sričių. 1989 ir 1990 metais mokslininkai Grasso ir Heller panaudojo elektrinius impulsus in vivo triušio akies ragenai norėdami sujungti žmogaus Hela ląsteles su triušio akies ragenos ląstelėmis (Grasso et al., 1989; Heller et al., 1990). Ląstelės elektrinis sujungimas su kita ląstele in vitro yra dviejų gretutinių ląstelių elektroporacijos pasekmė, ar tiksliau tariant, suvedamos dvi prieš tai elektroporuotos ląstelės. 1988 metais buvo atrasta, kad bleomicino (BLM) toksiškumas yra keliais šimtais didesnis elektroporuotose ląstelėse nei ląstelėse, kurios nepatyrė elektrinių impulsų (S.Orlowski, C. Paoletti et al., 1988). Toks bleomicino toksiškumo padidėjimas buvo pastebėtas ir klinikiniuose tyrimuose, kur elektriniais impulsai buvo perduodami per odą į transplantuotus ar savaiminius auglius pelėse. Dėl bleomicino toksiškumo efektyvumo tokie klinikiniai tyrimai buvo ir yra toliau atliekami. Šis metodas buvo pavadintas elektrochemoterapija, o impulsai, naudoti beveik visuose klinikiniuose tyrimuose buvo aštuoni identiški kvadratinių bangų 100 μs ir 1300 V/cm impulsai, kurių kartojimo dažnis buvo 1 Hz naudojant išorinius elektrodus (trans-odinius impulsus). Šie bandymai parodė, kad įmanoma elektrinius impulsus perkelti in vivo gyvūnams ir pacientams ir pagreitinti in vivo elektrinio DNR perdavimą.

Elektriniai impulsai naudojami genų elektropernašoje

Jau keletą metų atliekami elektrinio DNR perkėlimo mechanizmų tyrinėjimai in vivo ir in vitro sąlygomis naudojant dviejų skirtingų impulsų metodiką. 

Yra žinoma, kad pagrindinė elektrinių impulsų veikla DNR elektropernašos metu yra ląstelės elektroporacija. Tačiau taip pat žinoma, kad taikomi elektriniai laukai gali daryti ir kitokį poveikį, kaip pavyzdžiui, tiesioginę įtaką DNR molekulėms. Iš tikrųjų, elektrinio lauko veikimo metu DNR turi būti ląstelės suspensijoje (Sukharev et al., 1992) arba audinyje (Mir, L. M., et al., 1999). DNR taip pat turi būti arti ląstelės membranos. Dvivalenčiai jonai tokie, kaip Ca2+, panaikina elektrostatinę stūmą tarp DNR ir ląstelės membranos, ir tokiu būdu padidina elektrinio DNR perkėlimo efektyvumą (Neumann et al., 1996). Taip pat buvo manoma, kad dėl neigiamo DNR krūvio, veikiant elektriniam laukui gali vykti DNR elektroforetinis judėjimas. Taip gali būti indukuojamas DNR ir ląstelės membranos sąlytis dėl ko vyksta palengvinantas DNR perkėlimas. Ši hipotezė buvo patvirtinta Escherichia coli transfekcijos in vitro atveju (Kimoto, H., ir Taketo, A. 1997).

Toks elektroforetinis elektrinio DNR perkėlimas buvo atliktas eksperimente in vitro sąlygomis. Jame buvo pademonstruota, kad transfekcijos efektyvumas vieno sluoksnio ląstelėse ant akytos dirbtinės membranos priklauso nuo to, ar taikomas elektrinis laukas buvo poliškas skatinant DNR elektroforezę link ląstelės arba nuo ląstelių (Klenchin, V. A., Sukharev, et al., 1991). Tai, kad transfekcijos efektyvumas mažėjo ryšium su terpės klampumo didėjimu arba efektyvaus DNR krūvio mažėjimu, taip pat parėmė DNR elektroforezės įtaką elektropernašos efektyvumui. Kiek vėliau, Sukharev su kolegomis sukūrė techniką, apimančią dviejų tipų impulsus (Sukharev et al., 1992):

1. aukštos įtampos trumpi impulsai - HV ;

2. žemos įtampos ilgi impulsai - LV.

 Ši metodika buvo naudojama atskirti du skirtingus elektrinio lauko poveikius ir patvirtinti hipotezę, kad taikomuose elektriniuose impulsuose yra du aktyvūs komponentai: ląstelės elektroporacija ir elektroforetinės jėgos. Tokie eksperimentai pademonstravo uždelsimą tarp HV ir LV impulsų: kuo mažesnis uždelsimas tarp HV ir LV, tuo didesnis transfekcijos efektyvumas. Šie rezultatai pradžioje buvo aiškinami faktu, kad ląstelės membranos porų užsidarymas po elektroporacijos prasideda iš karto, kai baigiasi veikimas elektriniais impulsais (Sukharev et al., 1992). Ypač mažas transfekcijos efektyvumas pasireiškia tuomet, kai į ląstelės suspensiją pridedama DNR po HV impulsų taikymo, bet prieš LV impulsų taikymą, kas leido manyti, jog DNR turi būti ląstelių aplinkoje impulsų metų, norint išgauti efektyvią transfekciją (Sukharev et al., 1992).

Hipotezė, kad elektriniai impulsai turi elektroporuojančius ir elektroforetinius komponentus, buvo įrodyta ir in vivo eksperimentais, kuriuose buvo naudojama panaši dviejų impuslų tipų technika (Bureau, et al., 2000, Šatkauskas et al., 2002). Vieno HV ir keturių LV impulsų derinys pasirodė esantis beveik toks pats efektyvus kaip ir standartiniai optimalūs impulsai (aštuoni impulsai, 200 V/cm, 20 ms, 1 Hz griaučių raumeniui) (Mir, L. M., et al. 1999, Šatkauskas et al., 2005). Kadangi HV ir LV generatorių prijungimas prie elektrodų buvo atliekamas rankiniu būdų, uždelsimas tarp HV ir LV impulsų buvo prastai kontroliuojamas ir ilgesnis nei 1 s. 
 Eksperimento rezultatai parodė, kad in vivo DNR perkėlimas elektrinių impulsų pagalba yra procesas, kuris apima DNR injekciją ir pasiskirstymą audinyje, ląstelės elektroporaciją, galimą DNR pasiskirstymo elektroporuotame audinyje pagerinimą ir DNR perkėlimą, kurį palengvina DNR elektroforezė audinyje. 

Genų elektropernašos mechanizmai

Nevirusiniai genų perkėlimo metodai daugelį metų buvo naudojami ląstelės transfekcijai. Elektroporacija vis dažniau buvo naudojama DNR, baltymų, metabolitų ir kitų smulkių molekulių įvedimui į įvairius ląstelių tipus. Per pastaruosius 10 metų šio metodo medicininiai pritaikymai buvo sėkmingai tobulinami. Galima paminėti antinavikinių vaistų įvedimo metodą, vadinamą elektrochemoterapija (Mir, et al., 1998), ir vaistų įvedimą per odą (Prausnitz, et al., 1993). 
Literatūroje minimi skirtingi elektroporacijos ir genų perkėlimo elektriniu lauku mechanizmai (V. Klenchin, 1994). Elektrotransfekcija buvo apibūdinama kaip daugiapakopis procesas. Plazmidės turi dalyvauti elektrinių impulsų taikymo metu, bet pereiti paveiktą membraną po elektrinių impulsų taikymo. M. Golzio, J. Teissie ir M.P.Rols pasiūlė modelį, kuriame DNR elektropernaša vyksta tik per elektroporuotą ląstelės membranos dalį. Pats elektropernašos procesas yra sudėtingas. Manoma, kad elektrinių impuslų metu DNR yra įterpiama į membraną. Po impulsų vyksta plazmidės perkėlimas į citoplazmą, dalyvaujant ląstelės vidiniams mechanizmams. Jie kol kas neišaiškinti. Vėliau plazmidė turi pasiekti branduolį. Membranos elektroporacija yra būtina, tačiau jos nepakanka efektyviam genų perkėlimui.

Buvo manoma, kad branduolio apvalkalas yra esminis genų transfekcijos barjeras. Iš tikrųjų, daugelyje ląstelių tipų esminė geno ekspresijos ribojimo priežastis naudojamose nevirusinėse sistemose yra DNR negebėjimas migruoti iš citoplazmos į branduolį. 

Taigi plazminė membrana yra pirmas barjeras, o branduolio membrana yra antras barjeras apribojantis DNR ir genų pernašą į ląstelės vidų. Todėl siekiant pagerinti molekulių transportą per elektroporuotą membraną, būtina atsižvelgti į ląstelės ciklą. G2/M ciklo stadijoje branduolio membrana išnyko ir geno perkėlimo efektyvumas padidėjo nepaisant to, koks geno perkėlimo metodas buvo naudojimas. Vėlyvojoje G2 ar ankstyvojoje M fazėje išnyksta antrasis barjeras ir tuomet DNR lengviau patenka į ląstelės vidų, kur yra ekspresuojama (Golzio, M., Teissie, J., and Rols, M. P. 2002). 
Ląstelės elektrotransfekcija smarkiai priklauso nuo ląstelės elektroporacijos, kuri yra tarpusavyje susijusi su ląstelės diametru. Šiandieniniuose tyrimuose ląstelės poveikis geno elektriniam perkėlimui analizuojamas šiais trimis aspektais: 

1. ląstelės dydis;

2.  plazmos membranos elektroporacija;

3.  geno ekspresija.

Deja vis dar yra neaiškus detalus makromolekulių, pavyzdžiui DNR transportas per membraną (Golzio, M et al., 2002).

IV. TYRIMŲ OBJEKTAS IR METODIKA
4.1 Tyrimų objektas

Tyrimams naudotos Kinijos žiurkėno kiaušidžių (CHO) ląstelės. Jos buvo pradėtos naudoti 1960 metais. Šios ląstelės dažnai naudojamos biologiniams ir medicininiams tiriamiesiems darbams. Kinijos žiurkėno kiaušidžių (CHO) ląstelių kultūra įsigyta iš Prancūzijos ir toliau palaikoma VDU Biologijos katedros laboratorijoje in vitro sąlygomis. 

(a)                                                            (b)
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   5 pav. (a) Kinijos žiurkėnas; (b) Kinijos žiurkėno kiaušidžių ląstelės ir (c) transfekuotos su GFP plazmide Kinijos žiurkėno ląstelės.

4.2 Ląstelių auginimas in vitro

Kinijos žiurkėno kiaušidžių (CHO) ląstelės augintos monosluoksniu steriliuose 75 cm2 talpos flakonėliuose (Greiner Bio-one, GmbH, Frikenhausen, Vokietija) su 5 ml augimo terpės - DMEM (Dulbecco‘s modifikuota Eagle‘s terpė, Sigma). Flakonėliai su ląstelių kultūra laikomi inkubatoriuje (IR AUTOFLOW Water Jacketed, JAV), kurio pagalba palaikoma 37OC drėgna, 5% CO2 prisotinta aplinka. Flakonėlio dangtelis paliekamas prasuktas tam, kad į flakonėlio vidų galėtų patekti CO2 reikalingas augimo terpės pH pusiausvyros palaikymui. Augimo terpė ruošiama iš: DMEM (Dulbecco‘s modifikuota Eagle‘s terpė, Sigma), 10% FBS (fetalinio jaučio serumo, Sigma), 1% L – Glutamino tirpalo (L – Glutamine, Life Technologies), 100 U/ml penicilino ir 100 μg streptomicino antibiotikų (Sigma). Augimo terpei ruošti naudojama: 500ml DMEM, 50ml FBS, 5ml L-glutamino, 5ml penicilino-streptomicino. Augimo terpė turi savo sudėtyje visas pagrindines medžiagas reikalingas ląstelių kultūros auginimui: amino rūgščių, vitaminų, druskų, hormonų ir augimo faktorių (FBS), energijos šaltinį (L – Glutaminas) ir antibiotikų (penicilinas ir streptomicinas) infekcijos profilaktikai. Siekiant apsaugoti auginamą ląstelių kultūrą nuo infekcijos dirbama steriliomis sąlygomis vertikalaus srauto laminare (BIOAIR instruments, aura vertical S.D.4, Italija) ir naudojamos sterilios priemonės. 

Prieš persėjimą ar eksperimentą įvertinamas sėjimui skirtas ląstelių monosluoksnis, terpės spalva ir drumstumas. Augant ląstelių kultūrai stebimas terpės spalvos pasikeitimas iš rausvos į geltoną, nes reaguoja terpėje esantis indikatorius – fenolio raudonasis, kuris parodo terpės parūgštėjimą. Galimas terpės padrumstėjimas, kurį sukelia nuo substrato nuslenkančios ląstelės arba infekcija. Ląstelių monosluoksnis esantis flakonėlyje apžiūrimas invertuotu mikroskopu (Nikon elipse TS 100, Japonija).

Ląstelių pakėlimas:

Nupilama augimo terpė. Ląstelių sluoksnis užpilamas 1ml tripsino/EDTA tirpalo (Sigma), kad nuplauti seną terpę ir žuvusias ląsteles. Jis iškart išpilamas. Tuomet ląstelių sluoksnis užpilamas 2ml tripsino/EDTA tirpalo (Sigma) ir paliekamas inkubatoriuje 2-10 min kol ląstelių monosluoksnis pilnai atsiskiria nuo flakonėlio dugno. Po to ląstelių suspensija papildoma 2ml augimo terpės (tiek kiek dėta tripsino) tam, kad sustabdytų tripsino poveikį. Ląstelių suspensija perpilama į 15ml talpos mėgintuvėlį ir centrifuguojama 5min 1000 aps/min greičiu centrifugoje (OPN-3YXL4, Rusija). Supernatantas nupilamas, o nusėdusios ląstelės suspenduojamos 1ml augimo terpės (arba eksperimentinės terpės (SMEM), jei su ląstelėm bus eksperimentuojama). Tokiu būdu paruošiama ląstelių suspensija, kurios tankis - X ląstelių/ml. Ląstelių tankis X apskaičiuojamas Neubauer kameros pagalba (Neubauer improved, Heinz herenz Medizinalbedarft, Vokietija).
4.3 Elektroporatorius EP-M

Genų transfekcijos eksperimentuose buvo naudojamas impulsinis elektroporatorius (6 pav.) generuojantis platesnio diapazono trukmes, didelės galios impulsus bei įvairias šių impulsų serijos kombinacijas. Elektroporatorius buvo sukonstruotas Kauno Technologijos universitete. Elektroporatorius valdomas vidine klaviatūra, kuria galima nustatyti žemiau išvardintus parametrus:

1. HV amplitudė;

2. HV impulso trukmė;

3. pauzė tarp HV impulsų;

4. HV impulsų skaičius;

5. pauzė tarp HV ir LV impulsų sekų;

6. LV amplitudė;

7. LV impulso trukmė;

8. pauzė tarp LV impulsų;

9. LV impulsų skaičius.
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6 pav. Elektroporatoriaus struktūrinė-blokinė schema.

2 Lentelė. Elektroporatoriaus pagrindiniai techniniai duomenys.

	PARAMETRAI
	DIAPAZONAS
	PAKLAIDA

	HV įtampa
	nuo 10 iki1200 V
	3%

	HV įtampos kritimas impulso metu
	5%
	 

	LV įtampa
	nuo 1 iki105 V
	1%

	LV įtampos kritimas impulso metu
	1%
	 

	HV impulso trukmė
	nuo 1ms iki 1s
	2%

	 Impulso frontas
	200ns įsijungimo 400ns išjungimo
	 

	Pauzė tarp HV  impulsų
	nuo 1ms iki 1s
	0,5%

	HV impulso kiekis
	Max 9
	 


	Pauzė tarp HV ir LV  impulsų
	nuo 10ms iki 6s
	0,5%

	LV impulsų trukmė
	nuo 10ms iki 2s
	0,5%

	Pauzė tarp LV impulsų
	nuo 10ms iki 1s
	0,5%

	LV impulsų kiekis
	Max 9
	 


Matavimai ir paklaidos matuotos elektroporatoriumi apkraunant apkrova 75 Ωvarža.

Elektoporatorių būtina įžeminti.

4.4 Elektrodai

Ląstelių suspensijos elektroporacijai naudoti fiksuoto atstumo plokšteliniai elektrodai, sukonstruoti VDU Biologijos katedroje. Tai nerūdijančio plieno plokštelės 20 mm ilgio ir 8 mm pločio, tarp kurių dedama 2 mm storio plastmasinė plokštelė, dvi tokios plokštelės tvirtinamos elektrodų šonuose, elektrodų konstrukcija sujungiama plastikiniais varžtais, tokiu būdu elektrodai izoliuojami vienas nuo kito. Taip tarp elektrodų sudaromas 2mm tarpas. Tarp šių lygiagrečių elektrodų buvo talpinamas 50 μl lašas ląstelių suspensijos. 

4.5 Elektroporacijos eksperimentų eiga

1) Ląstelių paruošimas elektropermeabilizacijos tyrimams. Ląstelių suspensija buvo ruošiama iš užaugusių ląstelių monosluoksnio. Tuo tikslu iš flakonėlių buvo nupilama augimo terpė ir monosluoksnis buvo tripsninuojamas 2 ml tripsino/EDTA tirpalu (Sigma) 2 – 5 min., tol kol ląstelių monosluoksnis pilnai disocijavo nuo flakonėlio dugno. Po to ląstelių suspensija buvo papildoma 2 ml augimo terpės - sustabdomas tripsino poveikis. Viskas perpilama į 15 ml talpos mėgintuvėlį ir centrifuguojama 5 min. 1000 aps/min greičiu centrifugoje (OPN-3YXL4, Rusija). Supernatantas buvo nupilamas, o nusėdusios ląstelės praskiedžiamos nauja mažo laidumo terpe, kuri turi minimalius būtiniausių medžiagų kiekius (Sigma). Tokiu būdu paruošiama ląstelių suspensija, kurios tankis - 2x106 ląstelių/ml. Ląstelių tankis apskaičiuotas Neubauer kameros pagalba (Neubauer improved, Heinz herenz Medizinalbedarft, Vokietija). 

2) Ląstelių gyvybingumo nustatymas (HV ir LV): Eksperimentuose elektrinio lauko amplitudės buvo naudojamos nuo 100 V/cm iki 2200 V/cm, impulso trukmė 100 μs. Buvo naudojama mažo laidumo EP terpė, kuri susideda iš 10mM fosfato, 250mM sacharozė, 1mM MgCl2, pH 7.2.  50 μl (5 μl NaCl ir 45 μl ląstelių) paruoštos ląstelių suspensijos, tai yra 1x105 ląstelių talpinama tarp dviejų plokštelinių lygiagrečių 2 mm atstumu elektrodų. Elektrodai sujungti su aukštos įtampos elektroporatoriumi. Ląstelių suspensija elektroporuojama stačiakampio formos elektriniais impulsais. Po elektrinio(-ų) impulso(-ų) poveikio 50 μl elektroporuotų ląstelių suspensijos buvo talpinama į 1,5 ml ependorfinį mėgintuvėlį ir inkubuojama 20min kambario temperatūroje. Praėjus nustatytam inkubacijos laikui elektroporuotų ląstelių suspensija buvo papildoma 37OC 1,56 μl SMEM. Dar po 10 min., prapipetavus, 100 (l šios ląstelių suspensijos buvo dedama į ependorfinį mėgintuvėlį su 37OC 0,5 ml SMEM. Tuomet iš šio mėgintuvėlio buvo išsėjama ~ 200 ląstelių į 35 mm skersmes petri lėkšteles (Greiner Bione, Vokietija) su 2 ml augimo terpės. Petri lėkštelėse pasėtos ląstelės buvo auginamos 6-7 paras inkubatoriuje.
3) Elektroporuotų ląstelių dalis (HV ir LV): Buvo naudojamas elektrinis laukas nuo 100 V/cm iki 2200 V/cm, impulso trukmė 100 μs. Buvo naudojama mažo laidumo EP terpė ir bleomicinas. Imamos dvi kontrolės. Pirma kontrolė: 5 μl NaCl ir 45 μl ląstelių suspensijos, antra kontrolė: 45 μl ląstelių suspensijos ir 5 μl BLM (galutinė bleomicino koncentracija 20 nM), ir neelektroporuojama. Į sekančius mėgintuvėlius buvo įdedama 5μl bleomicino (galutinė bleomicino koncentracija 20 nM) ir 45μl ląstelių suspensijos ir elektroporuojama ir viskas inkubuojama 20 minučių kambario temperatūroje. Praėjus nustatytam inkubacijos laikui ląstelių suspensija buvo papildoma 37O C 1,56 μl SMEM ir inkubuojama 10 minučių. Po 10 minučių prapipetavus, 100 (l šios ląstelių suspensijos buvo dedama į ependorfinį mėgintuvėlį su 37OC 0,5 ml SMEM ir vėl prapipetavus, iš šio mėgintuvėlio buvo išsėjama ~ 200 ląstelių į 35 mm skersmes petri lėkšteles (Greiner Bione, Vokietija) su 2 ml augimo terpės. Petri lėkštelėse pasėtos ląstelės buvo auginamos 6-7 paras inkubatoriuje.

4) Ląstelių gyvybingumo nustatymas: Buvo naudojamas elektrinis laukas (HV) 1200 V/cm ir 1400 V/cm, impulso trukmė 100 μs, LV-elektrinio lauko impulsas kito ribose nuo 100-400 V/cm, impulso trukmė 100ms. Buvo naudojama mažo laidumo EP terpė. Kontrolė buvo sudaryta iš 5 μl NaCl ir 45 μl ląstelių. Į sekančius mėgintuvėlius buvo įdedama 5μl NaCl ir 45 μl ląstelių ir elektroporuojama ir viskas inkubuojama 20 minučių kambario temperatūroje. Praėjus nustatytam inkubacijos laikui ląstelių suspensija buvo papildoma 37OC 1,56 μl SMEM ir inkubuojama 10 minučių. Po 10 minučių prapipetavus, 100 (l šios ląstelių suspensijos buvo dedama į ependorfinį mėgintuvėlį su 37OC 0,5 ml SMEM ir vėl prapipetavus, iš šio mėgintuvėlio buvo išsėjama ~ 200 ląstelių į 35 mm skersmes petri lėkšteles (Greiner Bione, Vokietija) su 2 ml augimo terpės. Petri lėkštelėse pasėtos ląstelės buvo auginamos 6-7 paras inkubatoriuje.

5) GFP elektropernaša į CHO ląsteles: Buvo naudojamas elektrinis laukas (HV) 1200 V/cm, impulso trukmė 100 μs, impulsų skaičius 1, 2, 4, 6, 8, 10, LV-elektrinio lauko impulsas 100 V/cm, kartu derinama su 1HV impulsu, tik kito LV impulso trukmė (10, 20, 40, 60, 80, 100ms). Atstumas tarp HV ir LV impulsų buvo 1s. Buvo naudojama mažo laidumo EP terpė ir GFP (žalias fluorescuojantis baltymas). Kontrolė buvo sudaryta iš 5 μl GFP ir 45 μl ląstelių. Į sekančius mėgintuvėlius buvo įdedama 5μl GFP ir 45 μl ląstelių ir elektroporuojama ir viskas inkubuojama 10 minučių kambario temperatūroje. Praėjus nustatytam inkubacijos laikui ląstelių suspensija buvo išsėjama ~ 40000 ląstelių į 35 mm skersmens petri lėkšteles (Greiner Bione, Vokietija) su 2 ml augimo terpės (į kurias įdėtas dengiamasis 18×18 mm stikliukas). Ant dengiamųjų stikliukų pasėtos ląstelės buvo auginamos 1 parą inkubatoriuje. DNR elektrotransfekcijos efektyvumas buvo nustatytas fluorescencinio mikroskopo pagalba. Kiekvienam stikliukui buvo padarytos 6 nuotraukos ir skaičiuojamas užaugusių ląstelių skaičius, po to apskaičiuojamas vidurkis ir atidedamas procentais grafike. Ląstelės buvo apskaičiuotos naudojant Image tool kompiuterinę programą. Kontrolė buvo lyginama su išlikusiomis gyvybingomis ląstelėmis, o iš išlikusių gyvybingų ląstelių buvo apskaičiuojama transfekuotų ląstelių skaičius procentais.

6) Ląstelių gyvybingumo įvertinimas. Klonavimo efektyvumas. Praėjus 6-7 paroms po ląstelių išsėjimo, iš petri lėkštelių buvo pašalinama augimo terpė, o susiformavusios ląstelių kolonijos buvo fiksuojamos 96% etanoliu. Po 15 min. etanolis buvo nupilamas, petri lėkštelės plaunamos po šaltu tekančiu vandeniu ir dažomos gram kristalo violeto (gram crystal violet) tirpalu (Sigma) 15 min. Po to petri lėkštelės vėl buvo plaunamos ir džiovinamos. Ląstelių kolonijos buvo skaičiuojamos binokuliaro (MБC – 9, Rusija) pagalba. Įvertinamas ląstelių gyvybingumas procentais lyginant su kontroline grupe. 
Šiame darbe in vitro sąlygomis buvo atlikti eksperimentai su Kinijos žiurkėno kiaušidžių (CHO) ląstelėmis. Atlikti genų elektropernašos tyrimai naudojant HV ir LV impulsus. Tyrimai buvo atliekami mažo laidumo terpėje su CHO ląstelėmis ir naudojant GFP (žalias fluorescuojantis baltymas) koduojantį geną. 
Mažo laidumo terpė buvo naudojama tam, kad impulso metu neperkaistų terpė. Kuo laidesnė terpė, tuo didesnė srovė, tuo labiau šyla terpė. Tyrimuose naudojamos žemo laidumo terpės laidumas buvo σ=1,498 mS. Palyginimui SMEM laidumas buvo σ=20,00 mS (doktorantės Ramintos Rodaitės-Riševičienės duomenys).
Prieš pradedant genų elektropernašos tyrimus svarbu buvo sužinoti, lastelių išgyvenamumo ir elektroporacijos priklausomybes nuo HV ir LV impuslų amplitudės. 

Genų patekimą į ląstelę galima stebėti tiriant baltymo, koduojamo įvedamu genu, ekspresiją. Tam labai gerai tinka fluoresuojantį baltymą – green –fluorescent protein – koduojantis genas (N.Dujardis et al., 2001). Metodo esmę galima pademonstruoti stebint kitokių molekulių patekimą į ląstelę, pavyzdžiui savaime fluoresuojančių molekulių (pvz. Liuciferio geltono (M.C. Elia et al., 1991)) ar tokių, kurių fluorescencija smarkiai padidėja, joms prisijungus prie DNR ar RNR (pvz. Propidžio jodido (P.C.Wouters et al. 2001)). Stebėjimai atliekami fluorescenciniu mikroskopu. 

GFP – žalias fluorescuojantis baltymas (green fluorescent protein) sudarytas iš 238 amino rūgščių (23kDa). GFP pasižymi unikalia forma, panašia į skardinę, ir susideda iš 11-vijų β-cilindro su viena alfa spiraline vija, pro kurios centrą eina chromoforas. Šis cilindras leidžia chromoforui formuotis ir apsaugo jį nuo atvėsimo mikroaplinkos dėka. Genas izoliuotas iš medūzų Aequorea victoria. Šiuo metu sukurti šio baltymo dariniai, suteikiantys ląstelei raudoną (RFP), melsvą (CFP) ir geltoną (YFP) spalvas. Suliejus GFP ar jo derivatų genus su tiriamuoju genu, galima stebėti tiriamojo baltymo sintezę, lokalizaciją, judėjimą ląstelėje. GFP labai lengvai matomas fluorescentiniu mikroskopu įvairiausio tipo ląstelėse, naudojamas genų funkcionavimui tirti mikroorganizmuose, augaluose ir gyvūninėse ląstelėse. 
Ląstelių ir molekulinėje biologijoje GFP genas dažnai naudojamas kaip ekspresijos reporteris. Modifikuotose formose jis buvo naudojamas biosensorių sudarymui, buvo sukurta daug gyvūnų, kuriuose pastebima GFP ekspresija ir tai įrodo, kad genas gali būti išreikštas duotajame organizme. GFP prieinamumas ir jo dariniai įtakojo tai, kad iš pagrindų buvo pakeista fluorescencinė mikroskopija ir jos naudojimas ląstelių biologijoje bei kitose biologijos disciplinose. Tuo tarpu kai daugelis smulkių fluorescencinių molekulių, kaip pvz.: FITC (fluoresceino izotiocianatas), naudojamos gyvose ląstelėse būna labai fototoksiškos, fluorescenciniai baltymai, tokie kaip GFP, paprastai yra daug mažiau citotoksiški apšvietus gyvose ląstelėse. Ši savybė įtakojo automatizuotų gyvų ląstelių fluorescencinės mikroskopijos sistemų, kurios gali būti naudojamos ląstelių stebėjimui išreiškiant vieną ar daugiau su fluorescenciniais baltymais sujungtų baltymų, kūrimą. Tokių stebėjimų analizė pakeitė daugelio biologinių procesų suvokimą, įskaitant baltymų konformacijas, proteinų transportavimą bei RNR dinamiką, kas praeityje buvo tyrinėjama naudojant nekintamą (t.y. mirusią) medžiagą. Kitas svarbus GFP panaudojimo būdas yra baltymo išreiškimas nedideliuose specifinių ląstelių kiekiuose. Tai leidžia tyrėjams optiškai aptikti specifinius ląstelių tipus in vitro ar net in vivo. GFP geną galima įvesti į organizmus ir išlaikyti jų genome auginimo metu arba geno įvedimui galima naudoti vietinę injekciją su virusinio pernešėjo pagalba. Šiandien daug bakterijų, mielių ir kitų grybelinių ląstelių, augalų, musių ir žinduolių ląstelių kuriamos GFP naudojant kaip žymeklį.




7 pav. GFP – žalias fluorescuojantis baltymas (green fluorescent protein).
Siekiant gauti statistiškai patikimus rezultatus kiekvienam eksperimento variantui daryti du-trys taškai. Dauguma eksperimentų kartoti po du kartus. Kiekvienai grupei paskaičiuotas vidurkis ir standartinė vidurkio paklaida. Gauti eksperimentų duomenys apdoroti panaudojant Microsoft Excel kompiuterinę programą. Grafikai sudaryti pasinaudojant Sigma Plot grafinę programą. Ląstelių gyvybingumo priklausomybės nuo įvairių parametrų aproksimuotos naudojant sigmoidinę trijų parametrų funkciją y=100/(1+exp(-(x-x0)/b)), kur y yra ląstelių gyvybingumas, x - elektrinio lauko stipris (ar bleomicino koncentracija), x0 - elektrinio lauko stipris (ar bleomicino koncentracija), kurį(-ą) naudojant žūna 50% ląstelių, b - parametras, nusakantis sigmoidinės kreivės statumą. 
V. DARBO REZULTATAI

Šio darbo tikslas buvo įvertinti DNR elektropernašos efektyvumą į Kinijos žiurkėno kiaušidžių (CHO) ląsteles priklausomai nuo HV (aukštos įtampos trumpi impulsai) ir LV (žemos įtampos ilgi impulsai) impulsų parametrų.
Buvo atlikti genų elektropernašos tyrimai naudojant HV (aukštos įtampos trumpi impulsai) ir LV (žemos įtampos ilgi impulsai) impulsus. Genų patekimą į ląsteles galima stebėti tiriant baltymo, koduojamo įvedamu genu, ekspresiją. Tam labai gerai tiko fluoresuojantį baltymą – green fluorescent protein (GFP) – koduojantis genas. Prieš pradedant elektrotransfekcijos tyrimus svarbu buvo sužinoti, lastelių išgyvenamumo ir elektroporacijos efektyvumo priklausomybes nuo HV ir LV impuslų amplitudės. 

5.1 Elektroporuotų CHO ląstelių dalies priklausomybė nuo elektrinio lauko stiprio jas paveikus aukštos įtampos trumpais (HV) impulsais

Prieš pradėdami GFP elektropernašos tyrimus, iš pradžių mes siekėme surasti optimalius HV (aukštos įtampos ilgi impulsai) impulso parametrus, kurie patikimai sukeltų ląstelių elektroporaciją, bet tuo pačiu kuo mažiau veiktų ląstelių gyvybingumą, t.y. kuo mažiau sukeltų negrįžtamą elektroporaciją. Mes naudojome 1HV impulsą, elektrinio lauko stiprį keitėme ribose nuo 0 iki 2200 V/cm. Naudotas vienas 100 μs trukmės impulsas. Ląstelės buvo inkubuojamos 37O C temperatūroje su 20 nM bleomicinu (45 μl ląstelių ir 5 μl BLM 200 nM). BLM koncentracija (20nM) buvo pasirinkta iš eksperimentų su MH22A ląstelėmis. Pasiekus šią koncentraciją, mūsų sąlygomis, MH22A ląstelėse pradėjo reikštis ląstelių citotoksiškumas. Panašūs rezultatai gauti ir su CHO ląstelėmis (prof. G. Saulio duomenys). Į tai atsižvelgdami, elektroporacijos eksperimentuose ir naudojome 20 nM BLM koncentraciją.

Tam, kad būtų galima atskirti elektroporuotų ląstelių dalį, nuo negrįžtamai (dėl vien tik elektrinio lauko poveikio) elektroporuotų ląstelių dalies, taip pat įvertinome ląstelių gyvybingumą nuo elektrinio lauko stiprio, ląsteles inkubuojant terpėje be BLM (8 pav.). 
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8 pav. Elektroporuotų ir dėl elektroporacijos žuvusių CHO ląstelių dalies priklausomybė nuo elektrinio impulso stiprio, naudojant vieną HV impulsą, impulso trukmei esant 100 μs. Elektrinio lauko stipris kito ribose nuo 0 iki 2200 V/cm. P50 indeksas parodo, kokiam elektrinio lauko stipriui esant grįžtamai elektroporuojama 50% CHO ląstelių. 

Gauti rezultatai rodo, kad elektroporuojant ląsteles kartu su 20 nM BLM koncentracija 50 % ląstelių grįžtamai elektroporuojamos esant ~ 825 V/cm. Naudojant 1000 V/cm stiprumo elektrinį lauką elektroporuojama ~ 80% ląstelių, iš kurių ~ 3 % žūva dėl negrįžtamos elektroporacijos. Didinant elektrinio lauko stiprumą iki 1200 V/cm elektroporuojama ~ 88% ląstelių, iš kurių ~ 4% žūva dėl negrįžtamos elektroporacijos, iki 1400 V/cm elektroporuojama ~ 95% ląstelių ir žūva ~ 5%. Taigi didinant elektrinio lauko stiprumą didėja dėl negrįžtamos elektroporacijos žuvusių ląstelių skaičius. Naudojant 1200 V/cm ir 1400 V/cm elektrinio lauko stiprumą, kuris derinamas su 20 nM BLM koncentracija, gaunamas maksimalus grįžtamai elektroporuotų ląstelių skaičius. Remiantis šiais duomenimis tolimesni GFP elektropernašos tyrimai buvo atlikti ląsteles elektroporavus (HV) 1200 V/cm stiprio, 100 μs trukmės elektriniu impulsu.

5.2 Elektroporuotų CHO ląstelių dalies priklausomybė nuo elektrinio lauko stiprio jas paveikus žemos įtampos ilgais impulsais – LV
Panašus bandymas buvo atliktas norint sužinoti optimalius LV (žemos įtampos ilgi impulsai) impulso parametrus. Mes naudojome 1LV impulsą, elektrinio lauko stiprį keitėme ribose nuo 0 iki 400 V/cm. Naudotas vienas 100 ms trukmės impulsas. Ląstelės buvo inkubuojamos 37O C temperatūroje su 20 nM bleomicinu (45 μl ląstelių ir 5 μl BLM 200 nM). Tam, kad būtų galima atskirti elektroporuotų ląstelių dalį, nuo negrįžtamai (dėl vien tik elektrinio lauko poveikio) elektroporuotų ląstelių dalies, taip pat įvertinome ląstelių gyvybingumą nuo elektrinio lauko stiprio, ląsteles inkubuojant terpėje be BLM (9 pav.).
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9 pav. Elektroporuotų ir dėl elektroporacijos žuvusių CHO ląstelių dalies priklausomybė nuo elektrinio impulso stiprio, impulso trukmei esant 100 ms. Taikytas vienas stačiakampio formos impulsas. Elektrinio lauko stipris kito ribose nuo 0 iki 2200 V/cm. 
Gauti rezultatai parodė, kad 1LV impulsas esant 100 V/cm impulso stipriui beveik neelektroporuoja CHO ląstelių. Šioje įtampoje 93% ląstelių liko gyvybingos. Elektroporuojant ląsteles kartu su 20 nM BLM koncentracija ~55% ląstelių grįžtamai elektroporuojamos esant ~ 300 V/cm (9 pav.). Esant tam pačiam impulso stipriui negrįžtamai elektroporuotų CHO sąlygų gyvybingumas buvo ~55%. Yra žinoma iš kitų autorių eksperimentų, kad HV impulsai atlieka ląstelės elektroporaciją, o LV impulsai prisideda prie DNR elektroforezės. Tiksli elektroforezės įtaka elektrotransfekcijos efektyvumui nėra žinoma. Siekdami tiksliau išsiaiškinti LV impulsų įtaką DNR elektropernašai tolimesniuose eksperimentuose kombinacijoje HV impulsų su LV impulsais, mes naudojome 100 V/cm LV impulso stiprį. Pagal mūsų rezultatus toks LV impulsas ląstelių neelektroporuoja.
5.3 CHO ląstelių gyvybingumo priklausomybė nuo elektrinio lauko stiprio jas paveikus aukštos įtampos trumpais impulsais – HV ir žemos įtampos ilgais impulsais – LV
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10 pav. CHO ląstelių gyvybingumo priklausomybė nuo elektrinio lauko stiprio jas paveikus aukštos įtampos trumpais impulsais – HV ir žemos įtampos ilgais impulsais – LV.

Šiame eksperimente mes derinome 1HV (1200V/cm ir 1400V/cm, 100µs) impulsą su 1LV (100, 200, 300, 400V/cm, 100ms) impulsu.

Gauti rezultatai rodo, kad didinant LV impulso stiprį ląstelių gyvybingumas mažėja. HV ir LV impulsų komninacijoje naudojant 100 V/cm LV impulso stiprumą, žuvo apie 20 % ląstelių. 

5.4 Elektrotransfekcijos efektyvumas po įvairaus HV impulsų skaičiaus naudojimo

Kad suprastume, kaip ląstelių elektrotransfekciją veikia HV impulsai, mes panaudojome skirtingą HV impulsų skaičių, elektrinis laukas - 1200 V/cm, impulso trukmė 100 µs. Ląstelės buvo transformuotos GFP plazmide (11 pav.).
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11 pav. Elektrotransfekcijos efektyvumas po įvairaus HV impulsų skaičiaus naudojimo. Kontrolė buvo lyginama su išlikusiomis gyvybingomis ląstelėmis procentais, o iš išlikusių gyvybingų ląstelių buvo atidedama transfekuotų ląstelių skaičius procentais.

Gauti rezultatai rodo, kad netaikant elektrinių impulsų ląstelių transfekcijos nėra (11 pav.). Genų transfekcija yra gauta tik po elektrinio impulso naudojimo ląstelėse su DNR. Naudojant vieną HV impulsą 20 % ląstelių buvo transfekuotos. Tolimesnis HV impulsų skaičiaus padidėjimas didino transfekuotų ląstelių skaičių. Didžiausia ląstelių transfekcija buvo gauta, kaip buvo panaudoti 6 ar 8 HV impulsai. Transfekcijos efektyvumas šituose impulsuose buvo 51 % ir 57 % atitinkamai. Nors šitose sąlygose kai kurios ląstelės žuvo, tačiau ląstelių gyvybingumas išliko aukštas 85 % ir 80 % atitinkamai. Naudojant 10 HV impulsą mažėjo transfekuotų ląstelių skaičius, taip pat mažėjo ir ląstelių gyvybingumas ~ 40%. 

5.5 Elektrotransfekcijos efektyvumas po 1HV impulso skaičiaus ir 1LV impulso su skirtingomis LV impulso trukmėmis
Kaip žinia efektyvi DNR in vivo transfekcija gali būti pasiekta su kombinacijomis - aukštos įtampos impulsais (HV) ir žemos įtampos (LV) pulsais. Ši technika buvo naudojama atskirti du skirtingus elektrinio lauko poveikius ir patvirtinti hipotezę, kad taikomuose elektriniuose impulsuose yra du aktyvūs komponentai: HV - ląstelės elektroporacija ir LV - elektroforetinės jėgos. Kad įvertinti DNR transfekcijos su LV impulsais efektyvumą, mes naudojome įvairias HV ir LV impulsų kombinacijas. Taigi šitame eksperimente mes pirmiausiai derinome 1HV (1200V/cm, 100µs) impulsą su 1LV (100V/cm) impulsu, keičiant LV impulso trukmę (10, 20, 40, 60, 80, 100ms (12 pav.)).
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12 pav. Elektrotransfekcijos efektyvumas po 1HV impulso (1200V/cm, 100µs) ir 1LV (100V/cm) impulso su skirtingomis LV impulso trukmėmis. Kontrolė buvo lyginama su išlikusiomis gyvybingomis ląstelėmis procentais, o iš išlikusių gyvybingų ląstelių buvo atidedama transfekuotų ląstelių skaičius procentais.

Gauti rezultatai rodo, kad didinant LV impulso trukmę DNR elektrotransfekcijos efektyvumas nedidėjo. Šių kombinacijų HV ir LV DNR elektrotransfekcijos efektyvumas buvo labai panašus kaip ir gautas su 1HV impulsu (11 pav.) apytiksliai 20%.  

Kad suprasti kokią įtaką daro elektrotransfekcijos efektyvumui LV impulsai ir trukmė, mes atlikome eksperimentą, kuriame derinome 1HV (1200V/cm, 100µs) impulsą ir skirtingo skaičiaus (1,2,4,6,8,10) LV impulsus (100V/cm), impulso trukmę pasirinkome pagal ankstesnius rezultatus (žr. 12 pav.), 20 ms (13 pav.) ir 100 ms (14 pav.). 


[image: image15.wmf]1HV+xLV20ms

Kontrole

1

2

4

6

8

10

Lasteliu gyvybingumas, %

Transfekuotu lasteliu skaicius, %

0

20

40

60

80

100

120

Lasteliu gyvybingumas,%

Transfekuotu lasteliu skaicius,%


13 pav. Electrotransfekcijos efektyvumas po 1HV (1200V/cm, 100µs trukmė) ir skirtingo skaičiaus LV (100V/cm, 20 ms trukmė) impulsų. Kontrolė buvo lyginama su išlikusiomis gyvybingomis ląstelėmis procentais, o iš išlikusių gyvybingų ląstelių buvo atidedama transfekuotų ląstelių skaičius procentais.

Gauti rezultatai rodo, kad kombinacija 1HV (1200V/cm, 100µs trukmė) impulsas su skirtingu skaičiumi LV (100V/cm, 20 ms trukmė) impulsais neparodė elektrotransfekcijos didėjimo. Šių kombinacijų efektyvumas buvo apytiksliai nuo 40-50%. 
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14 pav. Electrotransfekcijos efektyvumas po 1HV (1200V/cm, 100µs trukmė) ir skirtingo skaičiaus LV (100V/cm) impulsų su 100 ms impulso trukmė. Kontrolė buvo lyginama su išlikusiomis gyvybingomis ląstelėmis procentais, o iš išlikusių gyvybingų ląstelių buvo atidedama transfekuotų ląstelių skaičius procentais.

Gauti rezultatai nerodė efektyvios DNR transfekcijos (14 pav.), tačiau buvo didesnė nei su kombinacija 1HV (1200V/cm, 100µs trukmė) impulsas su skirtingu skaičiumi LV (100V/cm, 20 ms trukmė). Taigi DNR transfekcijos efektyvumas nepriklausė nuo LV impulsų trukmės. Taip pat iš gautų rezultatų matyti, kad didinant LV impulsų skaičių didėja žuvusių ląstelių skaičius. 

VI. REZULTATŲ APTARIMAS

Nevirusiniai genų perkėlimo metodai daugelį metų buvo naudojami ląstelės transfekcijai. Šie metodai gali būti cheminiai arba fizikiniai. Kalbant apie fizikinius metodus, elektropermeabilizacija, kitaip vadinama elektroporacija, metodas, paremtas elektrinių impulsų taikymu ląstelėms, buvo išvystytas devintajame dešimtmetyje. Elektroporacija vis dažniau buvo naudojama DNR, baltymų, vaistų ir kitų smulkių molekulių įvedimui į įvairias ląsteles. Per pastaruosius 10 metų vyko spartūs šio metodo in vivo tyrimai, siekiant jį pritaikyti medicinoje. Galima paminėti naują navikų gydymo metodą - elektrochemoterapiją, ir vaistų įvedimą per odą. Elektroporacija taip pat naudojama DNR in vivo įvedimui į odą, kepenis, melanomas ir griaučių raumenų ląsteles.

Šiame darbe buvo atliekami elektrinio DNR perkėlimo mechanizmų tyrinėjimai in vitro naudojant dviejų impulsų tipų technikos pagalba – aukštos įtampos trumpus impulsus (HV) ir žemos įtampos ilgus impulsus (LV).

DNR elektropernašos eksperimentai in vitro buvo atlikti su Kinijos žiurkėno kiaušidžių CHO ląstelėmis. Eksperimentais buvo siekiama įvertinti HV ir LV impulsų svarbą DNR elektropernašos efektyvumui. 

Kitų autorių in vitro ir in vivo eksperimentai ir mūsų eksperimentai patvirtino, kad pagrindinė elektrinių impulsų veikla DNR elektropernašos metu yra ląstelės elektroporacija. Vienas LV impulsas (100 V/cm impulso stipris, 100 ms impulso trukmė) neturėjo jokios įtakos efektyviai DNR elektrotransfekcijai.
Šiame darbe LV impulso svarbą DNR elektrotransfekcijos efektyvume, mes tyrėme taikydami LV impulsus 1s po HV impulsų. Kitų autorių in vivo tyrimai parodė, kad jei LV impulsas buvo taikomas po HV impulso, LV smarkiai padidino tranfekcijos efektyvumą.
Tačiau priešingai nei in vivo eksperimentuose, mūsų in vitro eksperimentai tokios LV impulsų svarbos transfekcijos efektyvumui neparodė. Iš tikrųjų, nei LV impulso amplitudės padidėjimas, nei LV impulsų skaičiaus padidėjimas nepadidino DNR elektrotransfekcijos efektyvumo (12-14 pav.). Nors, naudojant įvairias HV ir LV impulsų kombinacijas elektrotransfekcijos efektyvumas nebuvo pastovus, jis nesiskyrė žymiai nuo efektyvumo, pasiekto tiktai su HV impulsu (11 pav.).

Iškilo klausimas, kodėl in vivo eksperimentuose LV impulsai lengvina DNR elektrotransfekciją, o in vitro eksperimentuose LV impulsai transfekcijos efektyvuimui buvo nežymūs?

Vienas galimas paaiškinimas yra ląstelės judrumo skirtumai, kai ląstelės yra audinyje in vivo ir in vitro. Iš tikrųjų HV impulsai veikia ląsteles (membranos elektroporacija), tačiau tiesiogiai neveikia DNR perkėlimo. Taip paaiškėja svarbus elektroforetinis LV impulso vaidmuo elektrinio DNR perkėlimo efektyvumui. Tai leidžia manyti, kad LV impulso elektroforetinės jėgos atneša DNR prie elektroporuotos membranos, kur ir vyksta DNR perkėlimas per membraną. Be to, elektroforetinės jėgos, kurios nukreipia prie elektroporuotos membranos, gali palengvinti DNR perkėlimą į ląstelę. 

In vitro atveju, ląstelės tarp elektrodų gali pajudėti laisvai. Todėl membranos pusės, esančios tarp elektrodų, pastoviai keičiasi. Tokiu būdu galima daryti prielaidą, kad po HV impulsų taikymo ląstelių orientacija pasikeičia, ir taikant LV impulsus, jis nukreipia DNR į neelektroporuotą membranos vietą. Šią hipotezę ruošiamės patikrinti vėlesniuose eksperimentuose.

VII. IŠVADOS

1) CHO ląsteles paveikus aukštos įtampos (HV) 100 μs trukmės impulsu, maksimalus grįžtamai elektroporuotų ląstelių skaičius gautas naudojant 1200 V/cm ir 1400 V/cm elektrinio lauko stiprumą. CHO ląsteles paveikus žemos įtampos (LV) 100 ms trukmės impulsu, ląstelių elektroporacija prasideda naudojant stipresnį nei 100 V/cm stiprio impulsą.

2) Naudojant tik HV impulsus didžiausia ląstelių elektrotransfekcija buvo gauta taikant 6 ir 8 HV impulsus. Transfekcijos efektyvumas šiomis sąlygomis buvo atitinkamai 51 % ir 57 %.

3) Elektrotransfekcijos efektyvumas in vitro tyrimuose pagrindinai priklauso nuo HV impulsų. Naudojant HV ir LV impulsų kombinacijas, LV impulsų amplitudė bei skaičius pastebimos įtakos elektrotransfekcijos efektyvumui neturėjo. 
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IX. Simbolių ir sutrumpinimų sąrašas

a – kampas tarp ląstelės ir elektrinio lauko krypties ;

BLM – bleomicinas; 

DNR - deoksiribonukleininė rūgštis; 

E0 – išorinis elektrinis laukas ;

EP – elektroporacija / elektropermeabilizacija ; 

r – poros spindulys ;

r0 – ląstelės spindulys ;

Фm – transmembraninis potencialas ;

∆ФS – slenkstinė vertė;
HV – aukštos įtampos ir žemų impulsų elektrinis laukas ;

LV –  žemos įtampos ir ilgų impulsų elektrinis laukas;

DMEM (Dulbecco‘s modifikuota Eagle‘s terpė, Sigma) – augimo terpės ;
EDTA – etilendiamintetraacetato rūgštis ; 
FBS – embrioninis jaučio serumas (Sigma) ; 
L – Glutamino tirpalas ;

CHO – ląstelių linija (kiniško žiurkėno kiaušidžių ląstelės);

n – elektrinių impulsų skaičius ; 

т – elektrinių impulsų trukmė ;

U0 – elektrodų įtampa ;

I – elektros srovė.
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