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Elektropermeom: celični odgovor na elektroporacijo
The electropermeome: cellular response to electroporation

Angelika Vižintin, Damijan Miklavčič

Izvleček
Povečano prepustnost celične membrane zaradi izpostavitve celic oz. tkiv električnemu polju imenujemo elektroporacija. 
Povzroči vrsto sprememb v celici, od strukturnih in kemijskih sprememb v celični membrani, strukturnih sprememb protei-
nov oz. proteinskih kompleksov, prenosa snovi v celice in iz njih do aktiviranja signalnih poti in popravljalnih mehanizmov; 
ob določenih pogojih sproži tudi celično smrt. S pojmom elektropermeom označujemo tako permeabilizirano celico med 
ali tik po dovajanju električnih pulzov kot tudi vse poznejše procese, ki ostanejo aktivni še nekaj časa potem, ko ni več mo-
goče opaziti povečanega transmembranskega transporta snovi, za katere je celična ovojnica običajno neprepustna, torej 
tudi po času, ko že ugotavljamo, da je zaceljena. Elektroporacija se uporablja na številnih področjih, vključno z ablacijo 
tkiv, gensko elektrotransfekcijo za vnos plazmidov v celice ter elektrokemoterapijo. Aplikacije elektroporacije v medicini 
so učinkovite in varne, vendar so zaradi delovanja električnih pulzov lahko prisotni tudi določeni neželeni stranski učinki, 
predvsem mišično krčenje in akutna bolečina. Za optimiziranje parametrov elektroporacije in s tem rezultatov na elektro-
poraciji temelječih terapij je ključnega pomena nadaljnja razjasnitev osnovnih mehanizmov elektroporacije in vplivov po-
sameznih parametrov električnega polja na elektropermeom. Namen prispevka je predstaviti celovit pregled mehanizmov 
elektroporacije ter elektropermeoma, tj. celičnega odgovora na elektroporacijo.

Abstract
The increased permeability of a cell membrane due to exposure of cells/tissues to an electric field is called electropora-
tion. Electroporation induces a range of changes in the cell - from structural and chemical changes in the cell membrane, 
structural changes in proteins or protein complexes, transport of substances in and out of the cell, activation of signalling 
pathways, and repair mechanisms; it also triggers cell death under certain conditions. The term electropermeome is used 
to describe both the permeabilised cell during or immediately after the delivery of electrical pulses and all subsequent 
processes that remain active for some time after the increased transmembrane transport of substances for which the cell 
membrane is normally impermeable has ceased, i.e. even after the membrane has resealed. Electroporation is used in ma-
ny areas, including tissue ablation, gene electrotransfer for plasmid delivery into cells and electrochemotherapy. Medical 
applications of electroporation are effective and safe, but the action of the electrical pulses can cause certain adverse side 
effects, notably muscle contractions and acute pain. Further elucidation of the underlying mechanisms of electroporation 
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1 Uvod

Celice preko sistema ionskih kanalčkov in črpalk 
vzdržujejo razliko v električnem potencialu med no-
tranjo in zunanjo stranjo celične membrane, kar ime-
nujemo mirovna transmembranska napetost. Pri ev-
kariontskih celicah se ta navadno giblje med –40 in 
–70 mV. Ob izpostavitvi celice električnemu polju pa 
se transmembranski napetosti prišteje še vsiljena tran-
smembranska napetost, ki je prisotna v času izposta-
vitve celice električnemu polju. Izpostavitev celic elek-
tričnemu polju dovolj visoke jakosti lahko vsili znatno 
višjo transmembransko napetost od mirovne. Tako 
visoka transmembranska napetost in zaradi nje visoko 
električno polje v membrani vodi do vrste sprememb, 
vključno s strukturnimi spremembami v membrani in 
z modifikacijami molekul, ki sestavljajo membrano. 
Zato lahko preko membrane prehajajo molekule, za 
katere je membrana običajno neprepustna. Povečano 
prepustnost celične membrane, tj. permeabilizacijo 
membrane, zaradi izpostavitve celic/tkiv električnemu 
polju imenujemo elektroporacija oz. tudi elektroper-
meabilizacija (1). Električno polje pri elektroporaciji 
vzpostavimo z dovajanjem električnih pulzov preko 
elektrod, ki so v stiku z vzorcem oz. tkivom.

Elektroporacija se uporablja na številnih področ-
jih, vključno z ablacijo tkiv, gensko elektrotransfekcijo 
za vnos plazmidov v celice ter elektrokemoterapijo, ki 
je lokalni postopek za zdravljenje raka s kombinacijo 
standardnega kemoterapevtika in kratkih električnih 
pulzov (2). Medicinsko apliciranje elektroporacij je 
učinkovito in varno. Pri elektrokemoterapiji in ablaciji 
z elektroporacijo celična smrt v glavnem ni posledica 
termičnih poškodb, ampak povečane prepustnosti ce-
lične membrane. Zato se zdravo okoliško tkivo zaradi 
terapije ne poškoduje (3,4). Vendar zaradi delovanja 
električnih pulzov lahko nastanejo tudi nekateri neže-
leni stranski učinki, predvsem mišično krčenje, ki lahko 
povzroča neprijetne občutke in celo bolečino; v neka-
terih primerih pa je potrebno dovajanje pulzov uskla-
diti z elektrokardiogrami, da preprečimo motnje srč-
nega ritma (npr. sprožitev trepetanja srčnih prekatov). 
Za izboljšanje rezultatov pri aplikacijah, temelječih na 
elektroporaciji, je ključno razjasniti vpliv posameznih 
parametrov – od parametrov električnih pulzov (npr. 

and the effects of individual electric field parameters on the electropermeome is crucial to optimise the parameters of 
electroporation and consequently the results of electroporation-based therapies. The aim of the present paper is to pro-
vide a comprehensive overview of the mechanisms of electroporation and the electropermeome, i.e. the cellular response 
to electroporation.

napetost, trajanje in število pulzov) do geometrije in 
položaja elektrod – na uspešnost terapije (2). Tradici-
onalno se v elektroporacijskih postopkih uporabljajo 
monofazni pulzi s trajanjem v velikostnem redu mi-
kro- in milisekund, vendar se v zadnjih letih preučuje 
možnost uporabiti nanosekundne pulze in visokofre-
kvenčne bifazne pulze v trajanju le nekaj mikrosekund, 
ker je z njimi možno preseči določene omejitve, ki se 
pojavljajo pri običajni elektroporaciji z monofaznimi 
mili- in mikrosekundnimi pulzi. Nanosekundni pulzi 
zmanjšajo mišično krčenje (5) in manj segrevajo tki-
vo zaradi manjše dovedene energije (6). To zmanjšuje 
verjetnost za toplotne poškodbe, medtem ko uporaba 
bifaznih pulzov zmanjša mišično krčenje (7,8) in verje-
tnost za pojav motenj srčnega ritma (7,9).

Celovito optimizacijo parametrov električnih pul-
zov za posamezne aplikacije omejuje nepopolno ra-
zumevanje osnovnih mehanizmov elektroporacije. 
Namen prispevka je celovit pregled mehanizmov po-
večanja prepustnosti celične membrane zaradi delova-
nja električnih pulzov ter vseh nadaljnjih sprememb in 
procesov, ki jih sproži elektroporacija – od kemičnih 
sprememb membranskih lipidov in modulacije funk-
cije proteinov do sprememb v izražanju genov in sinte-
ze proteinov ter aktivacije celične smrti in imunskega 
odziva.

2 Mehanizmi povečanja prepustnosti 
membrane

Eksperimentalni rezultati kažejo, da se povečanje 
prepustnosti membrane lahko zgodi v manj kot 10 ns, 
kar nakazuje na neposredno preureditev membranskih 
komponent (10). Trenutno uveljavljena razlaga elek-
troporacije temelji na nastanku vodnih por v lipidnem 
dvosloju. Simulacije molekularne dinamike nakazuje-
jo, da se (ob dovolj visoki vzpostavljeni napetosti na 
dvosloju oz. dovolj visokem električnem polju) nasta-
janje pore prične z usmeritvijo vodnih molekul v smeri 
električnega polja in njihovo prodiranje v lipidni dvo-
sloj z obeh (intra- in ekstracelularne) strani lipidnega 
dvosloja (Slika 1A). Molekule vode, usmerjene v sme-
ri električnega polja, se z vodikovimi vezmi povežejo 

https://doi.org/10.6016/ZdravVestn.3267
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Slika 1: Nastanek pore v lipidnem (fosfatidilholinskem) dvosloju.
(A) orientacija vodnih molekul v smeri električnega polja in penetracija v lipidni dvosloj, (B) pojav vodnih prstov, z vodikovimi 
vezmi povezanih gruč molekul vode, ki prodirajo v sredico lipidnega dvosloja, (C) združitev vodnih prstov v vodni kanal, 
imenovan hidrofobna pora, ki povezuje intra- in ekstracelularno stran lipidnega dvosloja, (D) reorientacija fosfolipidov tako, da 
svoje polarne glave obrnejo proti vodnemu kanalu, ki se na tej stopnji imenuje hidrofilna pora. Polarne glave fosfatidilholina 
so prikazane kot zeleni in beli krogi, lipidni repi pa zaradi jasnosti niso prikazani.

v majhne gruče. Te gruče, imenovane vodni prsti, se 
povečujejo in vse bolj prodirajo v hidrofobno sredico 
lipidnega dvosloja (Slika 1B), dokler se ne združijo ta-
ko, da povežejo obe strani (intra- in ekstracelularno) 
in tvorijo vodni kanal (Slika 1C). Tako strukturo ime-
nujemo hidrofobna pora. Fosfolipidi se ob prisotnosti 
vodnih kanalov preusmerijo tako, da obrnejo svoje 
polarne glave proti nastalemu vodnemu kanalu, da 
»zaščitijo« nepolarne repe pred vodnimi molekulami. 
Preusmeritev fosfolipidov stabilizira poro, ki jo na tej 

stopnji imenujemo hidrofilna pora (Slika 1D). Stabi-
lizacija pore omogoči, da v vodni kanal vstopi še več 
molekul vode in drugih polarnih molekul (1).

Ko električno polje ni več prisotno, se pore prične-
jo zapirati. Zapiranje por poteka v obratnem vrstnem 
redu od analognih stopenj nastanka por. Medtem ko 
se čas, potreben za nastanek por, eksponentno krajša 
z večanjem jakosti električnega polja (11), je čas, po-
treben za zapiranje por, praktično neodvisen od jako-
sti električnega polja, ki je sprožilo njihov nastanek; 
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zapiranje por v lipidnih dvoslojih v simulacijah mole-
kularne dinamike vedno traja od nekaj deset do nekaj 
sto nanosekund, kar nakazuje, da pore niso stabilne. V 
simulacijah ocenjeni čas, potreben za zaprtje por, pa 
je za več velikostnih redov krajši od eksperimentalno 
določenega časa, ki je potreben za zaceljenje membran 
(tj. čas, v katerem je opazen povečan transmembranski 
transport) (1). Povečano prepustnost celične membra-
ne opazimo namreč še nekaj minut za tem, ko električ-
no polje ni več prisotno, in to tudi pri uporabi pulzov s 
trajanjem le nekaj nanosekund. Je pa trajanje povečane 
prepustnosti celične membrane odvisno od tempera-
ture (12-15), kar nakazuje, da je elektroporacija celič-
nih membran kompleksnejši proces od zgolj nastanka 
kratkoživih por v lipidnem dvosloju. Več raziskav kaže 
na pomen kemičnih sprememb membranskih lipidov 
in modulacije funkcije proteinov pri povečanju pre-
pustnosti membrane pri elektroporaciji (1).

Elektroporacija povzroči vrsto sprememb v celič-
ni membrani (nastanek lipidnih in proteinskih por, 
oksidacijo membranskih lipidov), depolarizacijo, na-
stanek reaktivnih kisikovih zvrsti – RKZ (angl. ROS), 
iztekanje ATP in K+ iz celice, vdor Ca2+ v citoplazmo, 
vstop molekul iz celične zunanjosti v celico, osmotsko 
neravnovesje, reorganiziranje proteinov ali strukturne 
spremembe proteinov, vključno z odprtjem ionskih ka-
nalov, porušitev citoskeleta, aktivacijo raznih signalih 
poti, spremembe v izražanju genov in sintezi proteinov 
ter tudi aktivacijo več celičnih popravljanih mehaniz-
mov (Slika 2). Spremembe v permeabilizirani celični 
membrani, kot tudi vse poznejše procese, ki so aktivni 
tudi, ko ni več opaziti povečanega transmembranskega 
transporta snovi, za katere je celična membrana obi-
čajno neprepustna, označujemo s pojmom elektroper-
meom (16).

2.1 Kemične spremembe membranskih lipidov

Elektroporacijski pulzi sprožijo nastanek ekstra- in 
intracelularnih RKZ (17-22). Oksidacija lipidov zara-
di izpostavitve električnim pulzom, kot se uporabljajo 
pri elektroporaciji, spremeni sestavo in lastnosti tako 
lipidnih dvoslojev kot celičnih membran. Kemijske 
spremembe membranskih lipidov, zlasti peroksidacija, 
bi lahko pojasnile dlje trajajočo povečano prepustnost 
celičnih membran po elektroporaciji. Lipidna peroksi-
dacija je oksidativna degradacija lipidov. Vključuje 
nastanek in razpad dikisikovih aduktov nenasičenih li-
pidov, imenovanih lipidni hidroperoksidi (Slika 3). Re-
akcijo sproži močan oksidant (npr. hidroksilni radikal), 
ki lipidu odvzame šibko vezani alilni vodik. Nadaljnja 

razgradnja hidroperoksidov, primarnih produktov li-
pidne peroksidacije, je kompleksen proces, v katerem 
nastane veliko sekundarnih produktov, npr. aldehidi, 
ketoni, alkoholi, ogljikovodiki, estri, furani, laktoni, 
peroksidi. Hidroperoksidi in nekateri njihovi razpadni 
produkti, npr. mutageni malondialdehid (MDA), rea-
girajo z aminokislinami, DNA in membranami (23).

Pokazali so, da se koncentracija RKZ in obseg pe-
roksidacije lipidov povečujeta z intenzivnostjo elek-
tričnega polja, trajanjem pulza in številom pulzov pri 
bakterijskih, rastlinskih in živalskih celicah kot tudi 
pri liposomih, peroksidacija lipidov pa je povezana s 
povečano prepustnostjo celične membrane, časom, 
potrebnim za zaceljenje membrane, in celičnimi po-
škodbami (17-20,22,24).

2.1.1 Peroksidacija membranskih fosfolipidov

Celične membrane so v osnovi sestavljene iz dvo-
sloja fosfolipidov in sterolov, v katerega so umeščeni 
proteini in druge molekule. Prisotnost oksidiranih 
lipidov v lipidnih membranah zmanjša urejenost li-
pidov, vodi do lateralne širitve in stanjšanja dvosloja, 
zniža temperaturo faznega prehoda, spremeni hidra-
cijo dvosloja, poveča gibljivost lipidov in pogostost t. 
i. »flip-flop« preskokov, vpliva na lateralno fazno orga-
niziranost in spodbuja nastanek defektov v membrani. 
Zato so dvosloji z oksidiranimi lipidi bistveno bolj pre-
pustni in prevodni od neoksidiranih dvoslojev (25-29). 
Eksperimentalno so pokazali prisotnost konjugiranih 
dienov v membranah elektroporiranih celic oziroma 
veziklov, kar nakazuje na prisotnost hidroperoksidov, 
primarnih produktov lipidne peroksidacije (17,22,24), 
kot tudi MDA, kar nakazuje na prisotnost sekundarnih 
produktov peroksidacije (24).

Hidroperoksidi so dovolj stabilni, da so v lipidnem 
dvosloju prisotni še nekaj časa po oksidaciji. Rems 
in sod. (26) so s simulacijami molekularne dinamike 
kvantificirali prepustnost in prevodnost lipidnega dvo-
sloja z različnim deležem hidroperoksidov, tj. primar-
nih produktov peroksidacije lipidov. Pokazali so, da že 
majhen delež (okoli 1 %) hidroperoksidov učinkuje na 
prevodnost dvosloja. Vendar so ugotovili tudi, da je po-
večanje prevodnosti in prepustnosti lipidnega dvosloja 
za ione zaradi prisotnosti zgolj hidroperoksidov pre-
majhno, da bi v celoti pojasnilo eksperimentalno do-
ločene vrednosti. V lipidnih dvoslojih s hidroperoksidi 
spontanega nastanka por niso opazili (26,30,31).

Fosfolipidi z aldehidnimi skupinami na acilnih re-
pih (sekundarni produkti peroksidacije fosfolipidov) 
bolj porušijo lipidni dvosloj od hidroperoksidov. V 

https://doi.org/10.6016/ZdravVestn.3267
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eksperimentih (27,32) in simulacijah molekularne 
dinamike (28,30-33) so opazili znatno povečanje pre-
pustnosti membrane z določenim deležem fosfolipi-
dov z aldehidnimi skupinami, pa tudi spontano orga-
nizacijo aldehidov v pore (27,30-34). Pore, ki nastanejo 

kot posledica prisotnosti produktov lipidne peroksida-
cije, niso enake poram, ki nastanejo v neoksidiranem 
lipidnem dvosloju pod vplivom električnega polja. V 
simulacijah molekularne dinamike so bile pore iz pro-
duktov lipidne peroksidacije z aldehidnimi skupinami 

Slika 3: Shema reakcij lipidne peroksidacije.
Reakcijo sproži močan oksidant, ki nenasičeni maščobni kislini odvzame šibko vezani alilni vodik - tako nastane alkilni radikal 
maščobne kisline. Adicija molekularnega kisika na alkilni radikal vodi do nastanka konjugiranega peroksilnega radikala. Slednji 
odvzame alilni vodik drugi nenasičeni maščobni kislini, kar vodi do nastanka hidroperoksida, primarnega produkta lipidne 
peroksidacije, in novega alkilnega radikala. Ob zadostni količini molekularnega kisika in neoksidiranih nenasičenih lipidov, 
se ta korak lahko mnogokrat ponovi, vendar istočasno tudi tekmuje z več terminacijskimi reakcijami. Terminacija vključuje 
reakcijo med dvema alkilnima radikaloma, med dvema peroksilnima radikaloma, med alkilnim in peroksilnim radikalom 
ali reakcijo alkilnega/peroksilnega radikala z nelipidnim substratom (npr. fenolnimi antioksidanti, askorbatom, glutationom 
ali aminokislinskimi ostanki). Nadaljnja razgradnja hidroperoksidov, primarnih produktov lipidne peroksidacije, je zelo 
kompleksen proces, v katerem nastane veliko sekundarnih produktov, od katerih imajo nekateri pomembne biološke učinke.

https://doi.org/10.6016/ZdravVestn.3267
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odprte nekaj mikrosekund, ob prisotnosti holesterola 
pa ves čas trajanja simulacije (tj. 5 µs) (33).

2.1.2 Oksidacija membranskih sterolov

Steroli vplivajo na konformacijski red acilnih li-
pidnih verig, debelino hidrofobnega dela membrane, 
lateralno organizacijo in prepustnost membrane. Ho-
lesterol močno zmanjša prepustnost membrane za vo-
do, kisik, ione in ostale majhne molekule. V večini bio-
loških membran prevladuje en sam sterol. Pri sesalskih 
celicah je to holesterol (35).

Oksidacija membranskega holesterola spreme-
ni strukturo membrane. Holesterol se lahko oksidira 
encimsko ali neencimsko zaradi neposrednega napa-
da RKZ. Oksidirane derivate holesterola z eno ali več 
dodatnimi kisikovimi funkcionalnimi skupinami ime-
nujemo oksisteroli. Oksisterole lahko razdelimo v dve 
skupini: na tiste, pri katerih je oksidiran kratki nepo-
larni rep, in tiste, pri katerih je oksidiran tetraciklinski 
obroč. Oksisteroli z oksidiranim repom podobno učin-
kujejo na membrane kot holesterol, vendar povzročijo 
manjšo urejenost repov fosfolipidov in ne kondenzi-
rajo lipidnega dvosloja toliko kot jih holesterol. Hitre 
preusmeritve oksisterolov z oksidiranimi repi povečajo 
prepustnost membrane (npr. za 25-hidroksiholesterol 
je znano, da poveča prepustnost membrane za kalcije-
ve ione in glukozo). Oksisteroli z oksidiranim tetraci-
klinskim obročem, ki lahko zavzamejo drugačno kon-
formacijo, pa bolj porušijo strukturo membrane kot 
oksisteroli z oksidiranimi repi, saj povečajo mobilnost 
fosfolipidnih repov (35).

Na voljo je le malo poročil raziskav, v katerih so 
proučevali oksidacijo sterolov pri elektroporaciji. Kaz-
mierska in sod. (36) so opazili sorazmerno nizko po-
večanje koncentracije oksisterolov (tako tistih z oksidi-
ranim repom kot tistih z oksidiranim tetraciklinskim 
obročem) v rumenjakih, ki so bili izpostavljeni elek-
tričnim pulzom. S povečanjem števila električnih pul-
zov pa so izmerili višjo koncentracijo oksisterolov.

2.2 Modulacija funkcije proteinov

V literaturi lahko zasledimo tudi dokaze o vplivu 
elektroporacije na proteine in njihovi vlogi pri po-
večanju prepustnosti membran. Tako eksperimenti 
na lipidnih dvoslojih kot simulacije molekularne di-
namike so nakazale, da prisotnost proteinskega ka-
nalčka v lipidnem dvosloju stabilizira membrano, za-
radi česar je potrebna višja jakost električnega polja, 
da pride do elektroporacije. V simulacijah niso opazili 

nastanka večjih por v bližini kanalčka (37,38). Vendar 
pa so Azan in sod. (39,40) s konfokalno Ramanovo 
mikrospektroskopijo dokazali modifikacije proteinov 
v živih celicah, ki so bile izpostavljene elektropora-
cijskim pulzom. Žal uporabljena metoda ne omogoča 
razločevati modifikacije membranskih od citoplazem-
skih proteinov.

2.2.1 Membranski proteini

Submikrosekundni pulzi povzročijo odprtje nape-
tostno odvisnih kalcijevih kanalov preko mehanizma, 
ki ne vključuje nastanka por v lipidnem dvosloju, se-
grevanja ali depolarizacije membrane preko nape-
tostno odvisnih natrijevih kanalov (41-43). Mikrose-
kundni elektroporacijski pulzi pa povzročijo odprtje 
Na+/K+-ATPaze (44). Zaradi elektroporacije se tudi iz-
gublja kadherin v celičnih stikih (45,46). Kadherini so 
transmembranski proteini, ki igrajo pomembno vlogo 
pri tvorbi adherentnih stikov, vrsti medceličnih stikov 
v epitelnih in endotelnih tkivih. 

Rems in sod. (47,48) so z uporabo električnih polj, 
ki povzročijo elektroporacijo, v simulacijah molekular-
ne dinamike opazili nastanek por v domenah za zazna-
vanje napetosti različnih napetostno odvisnih kanalov. 
V simulacijah je nastanku pore sledilo odvitje domene 
za zaznavanje napetosti ter stabilizacija por z glavami 
membranskih lipidov. Take pore so ostale stabilne tudi 
do konca simulacije (1 mikrosekundo za tem, ko ele-
ktrično polje ni bilo več prisotno), kar je bistveno dlje 
od por v lipidnem dvosloju. Rems in sod. (47) sklepajo, 
da se pri večji porušitvi zgradbe proteinskega kanalčka 
ta ne more spontano zviti nazaj v nativno konformaci-
jo, temveč celica popravi poškodbo preko mehanizma 
endocitotskega recikliranja.

2.2.2 Citoskelet

Proteini citoskeleta (aktinski filamenti, interme-
diarni filamenti in mikrotubuli) in z njimi povezani 
proteini vplivajo na prepustnost membrane – na na-
stanek in širjenje por v membrani ter zaceljenje mem-
brane po elektroporaciji. Porušitev omrežja aktinskih 
filamentov zniža energijsko pregrado za nastanek por 
v membrani (15). Pri elektroporaciji celic ali orjaških 
unilamelarnih veziklov z enkapsuliranim aktinom ni-
so opazili velikih por mikrometerskega premera, ki so 
bile opažene pri elektroporaciji praznih veziklov (49). 
Pri celicah in veziklih z enkapsuliranim aktinom pa 
so opazili dlje trajajočo povečano prepustnost lipi-
dnega dvosloja kot pri celicah, ki so bile inkubirane 
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s toksinom, ki destabilizira aktinske filamente, ali pri 
praznih veziklih (15,50).

Elektroporacija povzroči popravljivo porušitev tri-
dimenzionalnih filamentoznih struktur aktinskih, tu-
bulinskih in intermediarnih filamentov, ne pa tudi raz-
gradnje monomernih proteinov citoskeleta. Citoskelet 
se ponovno sestavi v nekaj urah po elektroporaciji 
(45,46,51,52). Ni pa še povsem jasno, ali je porušitev 
citoskeleta neposredna posledica delovanja električnih 
pulzov oz. polja na proteine citoskeleta ali pa je pos-
ledica odtekanja ATP iz celic, povišane koncentracije 
kalcijevih ionov v citoplazmi, hidrolize fosfatidilinozi-
tol-4-5-bisfosfata (PIP2) in/ali nabreknjenja celic zara-
di elektroporacije (49).

Pakhomov in sod. (53) so namreč pokazali, da je 
porušitev aktinskih filamentov po elektroporaciji z na-
nosekundnimi pulzi posledica nabreknjenja celic. Na-
sprotno pa so raziskave, v katerih so uporabili pulze z 
drugačnimi parametri, nakazale, da se lahko porušijo 
aktinski filamenti tudi brez nabreknjenja celic oz. ve-
ziklov, kar nakazuje na neposredne učinke električnih 
pulzov oz. polja na aktin (45,50). Z uporabo mikrosko-
pije na atomsko silo so Louise in sod. (54) pokazali, 
da je nabreknjenje predvsem posledica destabilizacije 
interakcije med kortikalnim aktinom in membrano 
zaradi elektroporacijskih pulzov, ne pa zaradi depoli-
merizacije aktinskih filamentov. S tem so potrdili iz-
sledke o ločitvi membrane od citoskeleta pod vplivom 
električnih pulzov oz. polja (55).

Marracino in sod. (56) so s simulacijami mole-
kularne dinamike pokazali, da visokonapetostni na-
nosekundni električni pulzi povzročijo spremembe 
v konformaciji C-terminalnega konca β-tubulina in 
spremembe v lokalnih elektrostatskih lastnostih GTP-
-azne domene ter vezavnega mesta za večino molekul, 
ki se vežejo na β-tubulin. Njihovi izsledki nakazujejo, 
da nanosekundni električni pulzi lahko fizično vpliva-
jo na dinamiko mikrotubulov. Chafai in sod. (57) so 
tudi eksperimentalno pokazali, da nanosekundni ele-
ktrični pulzi spremenijo konformacijo C-terminalnega 
dela tubulina, ki zato polimerizira v različne strukture; 
od parametrov električnih pulzov pa je odvisno, ali je 
modulacija samoorganizacije tubulina reverzibilna ali 
ireverzibilna. Tudi modulacija s tubulinom povezanih 
proteinov (npr. kinezina) bi lahko spremenila dinami-
ko omrežja mikrotubulov. S simulacijami molekularne 
dinamike so Průša in sod. (58) pokazali, da 30 ns traja-
joči električni pulz spremeni kontaktno površino med 
kinezinom in tubulinom ter vezavna mesta za tubulin 
in mesta za hidrolizo nukleotidov na kinezinu.

3 Spremembe v izražanju genov in sintezi 
proteinov po elektroporaciji

Elektroporacija sproži vrsto fizioloških dogovorov 
celic, kar se kaže tudi v spremembah izražanja genov in 
sinteze proteinov. Ker elektroporacijski pulzi povzroči-
jo nastanek RKZ, se pričakuje, da se celice odzovejo na 
oksidativni stres. Pri kvasovki Saccharomyces cerevisi-
ae je izpostavitev električnim pulzom povečala izraža-
nje genov za proteine, ki sodelujejo pri odgovoru na 
oksidativni stres (GLR1, SOD1, SOD2 in GSH1) (59). 
Michel in sod. (60) pa so opazili povečano imunoci-
tokemijsko obarvanje s protitelesi proti superoksidni 
dismutazi SOD-2 po elektroporaciji, inkubaciji s 
cisplatinom ter kombinaciji elektroporacije in cispla-
tina (elektrokemoterapiji) pri metastaznih celicah raka 
trebušne slinavke. Povečanje izražanje gena za SOD-2 
po elektroporaciji so izmerili tudi Dovgan in sod. (61) 
pri mezenhimskih stromalnih celicah iz popkovnične 
krvi in stromalnih celicah iz maščobnega tkiva.

Morotomi-Yano in sod. (62) so s spremljanjem iz-
ražanja različnih genov po elektroporaciji pokazali, da 
nanosekundni električni pulzi predstavljajo za celice 
drugačno vrsto stresa kot poškodbe endoplazemskega 
retikuluma, ultravijolična svetloba ali toplotni šok. Ce-
lice se na fiziološki stres odzovejo z aktivacijo različ-
nih mehanizmov. Ker sinteza proteinov porabi znaten 
delež celičnih gradnikov in energije, je med odzivi na 
različne vrste stresa zelo regulirana. Elektroporacija 
povzroči fosforilacijo evkariontskega faktorja za ini-
ciacijo translacije eIF2a ter defosforilacijo proteina 
4EBP1, kar nakazuje na supresijo translacije proteinov 
oz. sinteze proteinov nasploh (62), ter na zmanjšano 
izražanje genov, ki sodelujejo pri sintezi proteinov 
(63). Hojman in sod. (64) so po elektroporaciji v mišjih 
mišicah zaznali zmanjšano izražanje genov, vključenih 
v metabolizem (npr. genov za fosfoenolpiruvat karbo-
ksikinazo in dipeptidazo), kar nakazuje na zmanjša-
nje katabolizma. Elektroporacija povzroči tudi druge 
spremembe: zmanjšano izražanje histonov H2A in H4, 
ki so ključni za organizacijo kromatina (63,65), zmanj-
šano izražanje genov za citoskeletne proteine (64) ter 
spremembe v genih oz. proteinih, ki so povezani s ce-
lično smrtjo in imunskim odzivom (66).

3.1 Celična smrt in imunski odziv

Celično smrt lahko v grobem razdelimo na patolo-
ško (nekrozo) in programirano. Do nedavnega je apop-
toza veljala za sinonim programirane celične smrti, 
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vendar so v zadnjih letih odkrili tudi druge vrste pro-
gramirane celične smrti, npr. piroptozo in nekroptozo. 
Apoptoza se v celici lahko sproži po več poteh, ki jih 
v glavnem razdelimo na ekstrinzično in intrinzično 
pot. Ekstrinzična pot se posreduje preko receptorjev 
na površini celične membrane (t.i. receptorji smrti). Pri 
ekstrinzični poti se kaspaza-8 aktivira ob celični mem-
brani in nato neposredno aktivira efektorske kaspaze 
(kaspaza-3,-6 in -7). Intrinzična pot pa se posreduje 
preko mitohondrijev in je še posebej hitra, saj so vsi 
faktorji že prisotni in potrebujejo le še aktivacijo. Pri 
intrinzični poti se zaradi porušitve ravnotežja med 
proapoptočnimi (npr. Bid, Bax in Bak) in antiapopto-
tičnimi (npr. Bcl-2) proteini iz mitohondrijev sprostijo 
proteini, ki sprožijo apoptozo (npr. citokrom c in indu-
cirajoči dejavnik apoptoze, AIF), kar aktivira kaspaze. 
Za razliko od apoptoze je pri piroptozi ključna akti-
vacija kaspaze-1, -4, 5- ali -11, ki nato sprožijo proces 
programirane celične smrti s cepitvijo proteina tvorca 
por gasdermina D. Ključni označevalci piroptoze so 
aktivacija kaspaze-1 in neaktivacija kaspaze-3 (slednja 
se povezuje z apoptozo). Na aktivacijo nekroptoze pa 
vpliva aktivacija kinaz RIPK3 in MLKL (67).

Sprožitev apoptoze po elektroporaciji omenjajo 
predvsem v povezavi z nanosekudnimi pulzi (68-70), 
vendar so jo opazili tudi pri elektroporaciji celic z dalj-
šimi pulzi. Ford in sod. (69) so v celicah mišjega mela-
noma po elektroporaciji s pulzi dolžine 3 ns zaznali od 
električnega polja odvisno povišanje količine aktivira-
nih kaspaz-3,-6,-7,-8 in -9. Niso pa opazili sprostitve 
citokroma c, AIF ali Smac/DIABLO iz mitohondrija. 
Njihovi izsledki nakazujejo, da nanosekundni pulzi 
sprožijo apoptozo po poti, ki je podobna ekstrinzič-
ni poti aktivacije. Nasprotno pa so Beebe in sod. (68) 
pri elektroporaciji s 60 ns pulzi opazili, da je sprožitev 
apoptoze odvisna tako od aktivacije kaspaz kot od mi-
tohondrijev, saj so pri celični liniji limfocitov T zaznali 
sprostitev citokroma c v citoplazmo. Zhang in sod. (71) 
so spremljali izražanje 17 genov, povezanih z apopto-
zo. Že dve uri po elektroporaciji celic raka dojke z mi-
krosekundnimi pulzi so opazili spremembe v izražanju 
kaspaz in genov, povezanih z receptorji smrti. Izražanje 
kaspaze-3 se je povečalo, izražanje kaspaze-6, -7 in -9 
ter Bc1-2, Bid in FASLG pa se je zmanjšalo. Zaključili 
so, da je aktivacija apoptoze po elektroporaciji potekala 
pretežno preko intrinzične poti.

Ker je kaspaza-3 vključena tako pri intrinzični kot 
ekstrinzični poti sprožitve apoptoze, lahko povečano 
izražanje kaspaze-3 nakazuje, da se je v celicah sprožil 
proces apoptoze, ne moremo pa določiti po kateri poti. 
Zhang in sod. (72) so zaznali več kaspaze-3 v celicah 

raka trebušne slinavke, ki so bile izpostavljene elektro-
poracijskim pulzom, O'Brien in sod. (73) so po elektro-
poraciji opazili imunohistokemijsko obarvanje ceplje-
ne kaspaze-3 le na robu cone ablacije trebušne slinavke, 
Siddiqui in sod. (74) so zaznali cepljeno kaspazo-3 na 
celotni coni ablacije jeter, Mercadal in sod. (75) pa so 
zabeležili povečano izražanje kaspaze-3 oz. -7 pri ade-
nokarcinomskih celicah trebušne slinavke. Vse tri razi-
skave nakazujejo, da gre za sprožitev apoptoze. Michel 
in sod. (60) so opazili povečano imunocitokemijsko 
obarvanje s protitelesi proti kaspazi-3 po inkubaciji s 
cisplatinom, elektroporaciji z mikrosekudnimi pulzi ter 
kombinaciji elektroporacije in cisplatina (elektrokemo-
terapiji) pri metastaznih celicah raka trebušne slinavke.

Električni tok, ki teče skozi prevodnik (npr. suspen-
zijo celic, tkivo …), povzroči njegovo segrevanje (t.i. 
Joulova toplota). Z ustrezno izbranimi parametri ele-
ktričnih pulzov je mogoče doseči, da je povišanje tem-
perature dovolj majhno, da ne pride do termičnih po-
škodb celic/tkiva. Faroja in sod. (76) so želeli ugotoviti, 
ali visokoenergijski pulzi (tj. veliko število pulzov in/
ali velika jakost električnega polja) lahko povzročijo 
termične poškodbe jetrnega tkiva. Kadar temperatura 
pri elektroporaciji ni presegla 39 °C, so opazili apop-
totične celice s cepljeno kaspazo-3 in praktično niso 
zaznali proteinov toplotnega šoka HSP70, za katere je 
značilno, da se njihovo izražanje močno poveča zaradi 
toplotnega stresa ali toksičnih kemikalij. Nasprotno so 
pri celicah, podvrženih elektroporacijskemu postopku, 
pri katerem je temperatura presegla 60° C, opazili izra-
zito izražanje HSP70 in le minimalno izražanje kaspa-
ze-3. Ben-David in sod. (77) pa so po elektroporaciji 
opazili razlike v imunohistokemijskemu obarvanju 
cepljene kaspaze-3 in HSP70 v različnih tkivih: v jetrih 
so zaznali močno obarvanje za cepljeno kaspazo-3 in 
omejeno izražanje HSP70, v mišičnih celicah obarvanja 
pa sploh niso zaznali, medtem ko so v ledvicah opazili 
minimalno obarvanje za cepljeno kaspazo-3 in znatno 
povišanje HSP70 v tkivu v okolici predela, kjer so do-
vedli električne pulze. Kanthou in sod. (45) niso zaznali 
povečane akumulacije HSP70 po elektroporaciji endo-
telnih celic žil popkovine, Mlakar in sod. (63) in Dov-
gan in sod. (61) pa so po elektroporaciji celic maligne-
ga melanoma oz. mezenhimskih stromalnih celicah iz 
popkovnične krvi in stromalnih celicah iz maščobnega 
tkiva opazili povečano izražanje proteinov iz družine 
proteinov toplotnega šoka HSP70.

V nasprotju z večino literature so v raziskavi Merca-
dal in sod. (75) celice adenokarcinoma trebušne slinav-
ke po elektroporaciji umirale po poti, ki je neodvisna 
od kaspaze-3 oz. -7, Zhang in sod. (67) pa so 6 ur po 
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elektroporaciji jeter opazili povečano izražanje cep-
ljene kaspaze-1, gasdermina D, RIPK3 in MLKL ter 
zmanjšano izražanje cepljene kaspaze-3. Zaključili so, 
da rezultati nakazujejo na aktivacijo procesa piroptoze 
in nekroptoze, ne pa na apoptozo. Ringel-Scaia in sod. 
(78) so takoj po elektroporaciji celic raka mlečne žleze 
opazili spremembe v izražanju genov, ki so skladne z 
apoptozo. Čez čas pa so opazili spremembo v izraža-
nju genov v smeri proti vnetnim vrstam celične smrti 
in nekroze – po 24 urah so zabeležili povečano izraža-
nje genov, povezanih z nekrozo in piroptozo. Piroptozo 
povezujejo tudi z reguliranjem vzorčno prepoznavnih 
receptorjev (angl. pattern recognition receptors, PRR), 
zato ni presenetljivo, da so opazili tudi povečano iz-
ražanje treh omrežij, ki so povezana z molekularnimi 
vzorci, povezanimi s poškodbami (angl. damage asso-
ciated molecular patterns, DAMPs): signalizacijo RKZ, 
signalizacijo ATP in signalizacijo HMGB1. Zaznali 
pa so zmanjšano izražanje genov, povezanih s supre-
sijo imunskega sistema, ter povečano izražanje genov, 
povezanih z vnetnim odzivom. Avtorji so opazili tudi 
zmanjšano izražanje genov, povezanih s celičnimi po-
škodbami ter povečano izražanje genov, povezanih z 
regeneracijo.

Peng in sod. (79) so 4 ure po elektroporaciji zazna-
li povečano izražanje genov, povezanih z apoptozo/
nekrozo (kaspaza-8, bcl-w, Mt2 ter 7 genov iz družine 
citokromov P450) ter povečano izražanje več genov za 
kemokine, vključno z MIP-1α, MIP-1β, MIP-1γ, IP-10 
in MCP-2 v skeletni mišici miši. Heller in sod. (80) so 
po elektroporaciji mišjih melanomov izmerili povišano 
raven mRNA za več vnetnih kemokinov in citokinov 
(MIP-1α, MIP-1β, IP-10, IL-6 in inducibilne sintaze 
dušikovega oksida). Zaznali so tudi povišano raven 
proteinov IL-1β in IL-6 po elektroporaciji. Goswami in 
sod. (81) pa so proučevali vpliv mikrosekundih elekro-
poracijskih pulzov na trojno negativne celice raka doj-
ke 4T1. Izmerili so povišano raven mRNA genov za 
IL-6, in za tumor nekrozni faktor TNF ter nižjo raven 
mRNA gena za TSLP po elektroporaciji. Nižje izražanje 
TSLP, ki ima pomembno vlogo pri napredovanju raka, 
so potrdili tudi na proteinski ravni. Zhang in sod. (71) 
so po elektroporaciji celic raka dojke opazili zmanjšano 
izražanje proteinov Ki-67 in TGF-β. Ki-67 se uporab-
lja kot označevalec za deleče se celice in je povezan z 
rastjo in invazijo tumorjev, izražanje TGF-β pa korelira 
z invazivnostjo tumorjev. Mlakar in sod. (63) pa so po-
kazali, da elektroporacija celic malignega melanoma ne 
spremeni izražanja glavnih tumor supresorskih genov 
in onkogenov. Vse te raziskave nakazujejo, da je elek-
troporacija varna in nerakotvorna metoda.

4 Zaključek

Elektroporacija je pojav, ki povzroči povečanje pre-
pustnosti celične membrane zaradi izpostavitve celic/
tkiv električnemu polju. Povzroči vrsto sprememb v 
celici, med drugim: strukturne spremembe v celični 
membrani, peroksidacijo membranskih lipidov, vdor 
Ca2+ v citoplazmo, iztekanje ATP in K+ iz celične not-
ranjosti, osmotsko neravnovesje, porušitev citoskeleta, 
spremembe v izražanju genov in v sintezi proteinov, na-
stanek reaktivnih kisikovih zvrsti, aktivacijo signalnih 
poti in popravljalnih mehanizmov; ob določenih pogo-
jih sproži tudi celično smrt. S pojmom elektropermeom 
označujemo takó permeabilizirano celico in dogajanje 
med ali tik po dovajanju električnih pulzov kot tudi vse 
poznejše procese, ki ostanejo aktivni še nekaj časa po-
tem, ko ni več opaziti povečanega transmembranskega 
transporta snovi, za katere je celična membrana običaj-
no neprepustna, torej tudi po času, ko že ugotavljamo, 
da se je membrana zacelila.

Elektroporacija se uporablja na številnih področjih, 
vključno z elektrokemoterapijo, ablacijo tkiv ter gensko 
elektrotransfekcijo. Elektrokemoterapija se v klinični 
praksi uporablja že dobrih 15 let in se v številnih evrop-
skih državah vključuje v smernice in standardno klinič-
no prakso za zdravljenje različnih površinskih tumor-
jev, vključno z melanomom, skvamoznim karcinomom 
in metastazami vseh histologij. V kliničnih raziskavah 
se je pokazalo, da je elektrokemoterapija izvedljiva, var-
na in učinkovita tudi za globokoležeče tumorje (2,3). 
Za ablacijo mehkih tkiv se sicer rutinsko uporabljajo 
termične tehnike (ablacija z radiofrekvencami in mi-
krovalovi, krioablacija), vendar vse bolj narašča za-
nimanje za ablacijo z ireverzibilno elektroporacijo. 
Slednja je še zlasti zanimiva za uporabo na anatomskih 
mestih, kjer operacija in termične metode ablacije ne 
pridejo v poštev, npr. zaradi bližine vitalnih struktur, 
kot so velike krvne žile, črevesje, žolčne ali sečne poti. 
Zaradi pretežno netermičnega mehanizma delovanja 
ablacija z ireverzibilno elektroporacijo namreč ne po-
škoduje okoliškega tkiva. Uspešnost in varnost ablacije 
z ireverzibilno elektroporacijo sta se izkazali v številnih 
kliničnih študijah za odstranjevanje globlje ležečih tu-
morjev v jetrih, ledvicah, trebušni slinavki in prostati, 
pa tudi za izoliranje pljučnih ven pri zdravljenju fibri-
lacije preddvorov (4,82). Klinične študije preučujejo 
tudi možnost uporabe elektroporacije kot metodo vno-
sa nukleinskih kislin za gensko terapijo: za zdravljenje 
raka, za vnos cepiv na osnovi DNA ali RNA proti na-
lezljivim boleznim in raku, za vnos komponent sistema 
CRISPR-Cas9 za urejanje genoma itd. (83).

https://doi.org/10.6016/ZdravVestn.3267
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Aplikacije elektroporacije v medicini so učinkovite 
in varne, vendar so zaradi delovanja električnih pulzov 
lahko prisotni tudi določeni neželeni stranski učinki, 
predvsem mišično krčenje in akutna bolečina. Za op-
timizacijo parametrov elektroporacije in rezultatov na 
elektroporaciji temelječih aplikacijah je ključna nadalj-
nja razjasnitev osnovnih mehanizmov elektroporacije 
in vplivov posameznih parametrov električnega polja 
na elektropermeom.
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