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POVZETEK

Napredek znanosti na podrocju biomedicine omo-
goca razvoj zdravil za napredno zdravlienje z gensko,
celi¢no in tkivno terapijo, ki temelji na vnosu rekom-
binantnih genov, uporabi modificiranih somatskih
celic ali pa je namenjena obnovi, nadomestitvi ali re-
generaciji tkiva. Za pripravo izdelkov za napredne
terapije lahko uporabimo elektroporacijo, ki jo do-
sezemo tako, da celice izpostavimo kratkim visoko-
napetostnim elektricnim pulzom. Rezultat elektro-
poracije je zacasna reverzibilna ali trajna ireverzibiina
permeabilizacija celicne membrane. Reverzibilno
elektroporacijo uporabliamo za elektrokemoterapijo,
gensko elektrotransfekcijo in za elektrofuzijo celic.
Ireverzibilno elektroporacijo pa uporabliamo za ne-
termalno ablacijo tkiv in odstranjevanije celicne vse-
bine. Za uspesno uporabo elektroporacije je potre-
bno poznati osnovne mehanizme elektroporacije in
kljucne parametre, ki dolocajo uspesSnost metode.
Zdravila za napredno zdravlienje lahko pripravimo z
reverzibilno elektroporacijo, ki jo uporabimo za gen-
sko, celi¢no in tkivno terapijo ter za pripravo neka-
terih celi¢nih cepiv na osnovi imunohibridomoy, ki
jih pripravimo z elektrofuzijo. Ireverzibilno elektropo-
racijo lahko uporabimo za pripravo biokompatibilnih
opor Vv tkivni terapiji.

KLJUCNE BESEDE:
zdravila za napredno zdravljenje, elektrofuzija,
elektrogenska transfekcija

ABSTRACT

Advances in biomedicine enhanced the develop-
ment of advanced therapy medicinal products for
gene, cell and tissue therapy, based on recombinant
gene delivery, modified somatic cells or are used
for restoring, replacing or regenerating of tissues.
Electroporation is suitable to prepare products for
advanced therapies. Electroporation is achieved
when we expose cells to short, high-voltage electric
pulses that cause temporary, reversible, or perma-
nent, irreversible permeabilization of the cell mem-
brane. Reversible electroporation is used for elec-
trochemotheraphy, gene electrotransfection and for
electrofusion. Irreversible electroporation is used for
non-thermal tissue ablation and for extraction of
the cellular contents. For successful use of electro-
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poration, we need to understand the mechanisms
and parameters that affect the outcome. For the
development of advance therapy medicinal prod-
ucts reversible electroporation can be used for gene,
cell and tissue therapy and for cell vaccines based
on immuno-hybridoma. Irreversible electroporation
is suitable for the preparation of biocompatible sup-
ports in tissue therapy.

KEY WORDS:
advance therapy medicinal products, electrofusion,
electrogene transfer

UuvoD

Napredek na podrocju medicine, genetike in biotehnolo-
gije omogoca razvoj novih nacinov zdravljenja bolezni.
Med take nacine sodijo tudi zdravila za napredno zdra-
vljenje (advanced therapy medicinal products, ATMP).

Glede na nacin delovanja razdelimo terapijo na tri skupine:
gensko, ki temelji na vnasanju rekombinantnih genov, ce-
licno, ki temelji na uporabi modificiranih ali nemodificiranih
somatskih celic, in na tkivno terapijo, ki je namenjena ob-
novi, nadomestitvi ali regeneraciji tkiva (1, 2).

Priprava zdravil za napredno zdravljenje je dolgotrajen
postopek, ki ga sestavlja ve€ razli¢nih faz, med katerimi
so klju¢ne: odvzem vzorca periferne krvi, priprava celic in
zdravljenje s pripravkom. Za pripravo zdravil za napredno
zdravljenje lahko uporabimo celice pacienta (avtologna
terapija) ali celice darovalca (alogena terapija) (1).

Potek priprave zdravila za napredno zdravljenje je prika-
zan na sliki 1. Najpogosteje pacientu odvzamejo vzorec
periferne krvi, izolirajo enojedrne celice (peripheral blood
mononuclear cell, PBMC), jih z ustreznimi metodami mo-
dificirajo in uporabijo za zdravljenje. Biotehnoloske me-
tode, ki omogocajo ustrezno modifikacijo celic za pri-
pravo zdravil za napredno zdravljenje v grobem razdelimo
na dve skupini: metode virusne transdukcije in fizikalne
ali kemi¢ne metode transfekcije. Transdukcija temelji na
uporabi virusnih vektorjev, med katerimi so za genske in
vecino celi¢nih terapij najpogostejsi retrovirusni ali lenti-
virusni vektoriji (3). Za celi¢ne terapije z induciranimi plu-

(7) vnos DMAMA
i

Slika 1: Primer priprave zdravila za napredno zdravijenje ex vivo za avtologno gensko ali celicno terapijo. Iz vzorca periferne krvi izoliramo
enojedrne celice (PBMC), ki jih spremenimo z razlicnimi virusnimi ali nevirusnimi metodami. V celice vnesemo izbrane rekombinantne gene,
da dobimo gensko spremenjene celice, ki jih uporabimo za gensko ali celicno terapijo. Slika je bila pripravijena z BioRender.com.

Figure 1: An example of ex vivo ATMP preparation for autologous gene or cell therapy. Mononuclear cells are isolated from the peripheral
blood sample, which is modified by various viral or non-viral methods. Selected recombinant genes are introduced into cells to obtain
genetically modified cells that are used for gene or cell therapy. The image was created with BioRender.com.
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ripotentnimi mati¢nimi celicami (induced pluripotent stem
cells, iPSC) pa lentivirusne vektorje zamenjuje virus Sen-
dai (4). Zaradi potencialne nevarnosti uporabe virusnih
vektorjev razvijajo tudi razli¢ne druge metode vnosa nu-
kleinskih kislin v celice.

Med nevirusne metode transfekcije sodi tudi elektropo-
racija, biofizikalna metoda, ki temelji na uporabi kratkih
visokonapetostnih elektri¢nih pulzov. Elektri¢ni pulzi pov-
zrocijo strukturne in biokemijske spremembe lipidnega
dvosloja celi€cne membrane (5, 6) in omogocijo vnos
malih in velikin molekul v celico, zlivanje celic in odstra-
njevanje celicne vsebine. Elektroporacija si je utrla pot v
razlicne biotehnoloske aplikacije (5, 7-10) in v klini¢no
prakso (11-14). V onkologiji uporabljajo elektroporacijo
za vnos kemoterapevtikov, v postopku, znanem kot elek-
trokemoterapija (13, 14), ki jo uporabljamo za zdravljenje
povrSinskih tumorjev (11-13, 15). V klinicnem okolju se
uveljavlja tudi metoda, ki temelji na odstranjevanju celicne
vsebine z elektroporacijo, omogoc¢a pa netermalno abla-
cijo tumorjey, ki jih ne moremo odstraniti kirursko, ker se
nahajajo v neposredni blizini vitainih organov (11, 15—
17). Odstranjevanje celi¢ne vsebine je primerno tudi za
pripravo biokompatibilnih mehanskih opor v tkivni terapiji
(16, 18).

Elektroporacijo izvajamo z elektroporatorjem, generator-
jem visokonapetostnih elektri¢nih pulzov, pomemben pa
je tudi izbor elektrod, ki omogocijo ustrezno aplikacijo
pulzov na izbrano tkivo. Na trziS¢u je na voljo vec razli¢nih
modelov elektroporatorjev in elektrod, ki se razlikujejo
PO namenu uporabe in omogocajo izbiro razlicnih elek-
tricnih pulzov (19). Klini¢ni elektroporatorji za uporabo v
medicini morajo ustrezati kriterijem 1SO 13485, ki zago-
tavljajo varnost in kakovost medicinskih naprav (20, 21).
Za raziskovalne namene je na voljo vec¢ razli¢nih elektro-
poratorjev, ki se razlikujejo po moznostih nastavljanja
elektroporacijskih parametrov in omogocajo uporabo ene
ali veC razlicnih vrst elektrod. Elektroporacijski parametri
se razlikujejo po obliki, trajanju in Stevilu dovedenih pulzov
(20-22). Najpogostejse elektrode so kivete z vgrajenimi
elektrodami, ravne kovinske elektrode, Zi¢nate elektrode
in razlicne vrste igelnih elektrod (20). V Sloveniji je bilo
razvitin ve€ razlicnih elektroporatorjev, namenjenih klini¢ni
in raziskovalni uporabi (20).

Pogosto za raziskave na podro&ju zdravil za napredno
zdravljenje uporabljamo elektroporatorje, za katere nam
ni potrebno poznati elektroporacijskin mehanizmov, ne
omogocajo pa optimizacije elektroporacijskih protokolov.
Take elektroporatorje trzijo skupaj z elektroporacijskimi
mediji, katerih vsebina ni znana (20, 22).
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OSNOVNI MEHANIZMI
ELEKTROPORACIJE IN
PARAMETRI, Kl VPLIVAJO NA
USPESNOST METODE

Ko celice izpostavimo kratkim visokonapetostnim elektri-
¢nim pulzom, pove¢amo prepustnost celicne membrane.
Zaradi povecCane prepustnosti postanejo celice dovzetne
za privzem manjsih ali vecjih molekul, vklju¢no z RNA in
DNA. Permeabilizirana celicha membrana preide tudi v fu-
zogeno stanje in omogodi zlivanje celic. Ce pred dovaja-
njem elektriCnih pulzov vzpostavimo stik med celicami, se
na stiku permeabilnih struktur zacne postopek Zzlivanja li-
pidnih dvoslojev, ki vodi do nastanka hibridomov, celic z
ved jedri.

Kljuéni dejavnik za nastanek permeabilnih struktur v celi¢ni
membrani je vsiliena transmembranska napetost (induced
transmembrane voltage, ITV), ki je posledica zunanjega
elektricnega polja. Vsiliena transmembranska napetost
nastane zaradi razlik v elektricnih lastnostih zunanjega
medija in celicne membrane. Odvisna je od oblike in veli-
kosti celice ter lastnosti elektricnih pulzov. Najvisje vred-
nosti vsiliene transmembranske napetosti nastanejo na
polih celice, ki so orientirani v smeri zunanjega elektricnega
polja (7), zato na teh mestih opazimo tudi permeabilizacijo
membrane. V lipidnem dvosloju nastanejo najprej hidrof-
obne pore, ki se ob dovolj visoki inducirani transmem-
branski napetosti reorientirajo v hidrofilne pore, skozi katere
poteka transport molekul med celico in okolico. Poeno-
stavljen potek, ki prikazuje reorientacijo lipidnih molekul,
je predstavijen na sliki 2. Elektricni pulzi povzroc€ijo tudi
peroksidacijo lipidov, ki vpliva na nastanek permeabilnih
struktur (5, 23).

Locimo med reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo. Pri
obeh je pomembno, da dosezemo kriticno transmembran-
sko napetost, ki povzroCi strukturne spremembe lipidnega
dvosloja (slika 2). Pri reverzibilni elektroporaciji ne smemo
presedi vrednosti, ki bi preve¢ poskodovala celiéno mem-
brano in povzrocila celicno smrt. Pri ustrezno izbranih elek-
tri¢nih pulzih se po prenehanju delovanja elektri¢nega polja
elektroporacijske pore zacelijo in celica vzpostavi svoje na-
ravno ravnovesje in fizioloSke funkcije. Proces celjenja
membrane je odvisen od temperature in vrste celic, pri
vseh celicah pa se membrane najhitreje zacelijo pri fizioloski
temperaturi (7, 23, 24). Namen ireverzibilne elektroporacije
pa je preseci kriticno vrednost in prepreciti celienje mem-
brane. Na ta nacin lahko odstranjujemo celice iz tkiva ali
dostopamo do celi¢ne vsebine (7).
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Slika 2: Poenostavljen shematski prikaz poteka elektroporacije (EP) celicne membrane. Pred dovajanjem elektricnih pulzov je celicha
membrana v semipermeabilnem stanju in ima fiziologki transmembranski potencial (TMP), ki znasa med —40 in —70 mV. Posledica
izpostavljenosti visokonapetostnim elektricnim pulzom je vsiliena transmembranska napetost (ITV), ki povzroci strukturne in biokemijske
spremembe membranskih lipidov. Ce ITV preseZe kritiéno vrednost, pride do reorientacije fosfolipidnih molekul in do nastanka hidrofilnih por,
skozi katere poteka transport majhnih in velikih molekul. Elektroporacija je reverzibilna ali ireverzibilna, odvisno od parametrov elektri¢nih
pulzov in velikosti in ob&utljivosti celice. Slika je bila pripravijena z BioRender.com

Figure 2: Simplified schematic representation of electroporation on the cell membrane. Before application of electric pulses, the cell
membrane is in a semi-permeable state and has a physiological transmembrane potential (TMP) between —40 and —70 mV. The
consequence of exposure to high-voltage electric pulses is the induced transmembrane voltage (ITV), which causes structural and
biochemical changes in membrane lipids. If ITV exceeds the critical value, the reorientation of phospholipid molecules takes place, and
hydrophilic pores are formed enabling transport of small and large molecules. Electroporation is reversible or irreversible, depending on the
parameters of electric pulses and the size and sensitivity of the cell. The image was created with BioRender.com

Pomembno je vedeti, da so za razline aplikacije elektro-
poracije primerni razliéni elektricni pulzi (10, 15). Za vnos
genov v pogojih in vivo uporabliamo tudi kombinacijo vi-
sokonapetostnih mikrosekundnih pulzov in nizkonapetos-
tnih milisekundnih pulzov (7, 25). Za ireverzibilno elektro-
poracijo pa je potrebno z matemati¢nim modeliranjem
dolociti primerne parametre, da dolocimo ustrezen elek-
troporacijski prag in da se izognemo nepotrebnemu se-
grevanju tkiva (16, 17).

2.1 ELEKTROTRANSFEKCIJA,
ELEKTROFUZIJA IN IREVERZIBILNA
ELEKTROPORACIJA

Elektroporacijo uporabliamo za gensko, celi¢no ali tkivno
terapijo, vendar pri vsaki od terapij uporabimo drugacne
parametre. Za vnos rekombinantnih genov in gensko mo-
difikacijo celic uporabliamo elektriCne pulze, ki omogocajo
najucinkovitejSi vnos genskega materiala, pri pripravi celi-

¢nih cepiv na osnovi imunohibridomov uporabimo elektro-
fuzijo, za tkivno terapijo pa z ireverzibilno elektroporacijo
pripravimo tkivne oporne strukture.

2.2 VNOS NUKLEINSKIH KISLIN

Izraz elektrogenska transfekcija uporabliamo takrat, ko z
elektroporacijo v celice ali tkivo vnasamo molekule DNA ali
RNA. Za vnos molekul DNA najveckrat pripravimo primerne
plazmide, ki kodirajo terapevtski protein. Pri elektrogenski
transfekciji molekule DNA zaradi svojega negativhega na-
boja vstopajo v celico pretezno na enem polu permeabilizi-
rane membrane (8, 26-28). Zaradi tega pojava lahko uspes-
nost vnosa izboljSamo tako, da s primerno frekvenco
obra¢amo smer elektriCnega polja in tako dobimo vedjo
povrsino, skozi katero DNA vstopa v celico (27, 28).

Raziskave mehanizmov elektrogenske transfekcije so po-
kazale, da vnos genskega materiala v celico poteka v vec
fazah. Za¢ne se s permeabilizacijo celicne membrane, sledi
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Slika 3: Shematski prikaz vnosa genskega materiala v celico z elektroporacijo. Celico izpostavimo elektri¢nim pulzom, ki povzrocijo
permeabilizacijo celicne membrane. Molekula DNA, ki ima negativen naboj, tvori kompleks s permeabilizirano celicno membrano. Po
reverzibilni elektroporaciji se celicna membrana zaceli, DNA vstopi v citoplazmo, preide v jedro in po dolo¢enem casu se v celici izrazi protein,

ki ga kodlira vneseni gen. Slika je bila pripravijena z BioRender.com

Figure 3: Schematic representation of the introduction of genetic material into the cell by electroporation. The cell is exposed to electric
pulses that cause cell membrane permeabilization. A negatively charged DNA forms a complex with a permeabilized cell membrane. After
reversible electroporation the cell membrane reseals, DNA enters the cell, passes into the nucleus and a protein encoded by the introduced
gene is expressed in the cell. The image was created with BioRender.com

tvorba kompleksa med DNA in permeabilizirano mem-
brano, nato vstop v celico, transport v jedro in izrazanje
vnesenega transgena (slika 3). Tvorbo kompleksa lahko
izboljSamo tako, da uporabimo kombinacijo visokonape-
tostnih mikrosekundnih in nizkonapetostnih milisekundnih
pulzov, ker nizkonapetostni pulz zaradi elektroforeze omo-
goci kopicenje DNA na permeabilizirani membrani (25, 26,
29). Kako preide molekula DNA iz kompleksa DNA-mem-
brana v celico, Se ni povsem pojasnjeno, mozna mehan-

izma pa sta translokacija DNA skozi pore ali z elektri¢nimi
pulzi stimulirana endocitoza (8). Pot vnesenega genskega
materiala v celici je odvisna od vrste molekule. Molekula
DNA mora priti v jedro, kjer se vneseni gen prepise v RNA
in nato v funkcionalni protein, molekula RNA pa se ze v ci-
toplazmi prepiSe v protein (slika 4).

Za uspesSno gensko elektrotransfekcijo je potrebno ohraniti
¢im vecji delez zivih celic, ker je izrazanje vnesenega gena
odvisno od stanja celic po elektroporaciji. Pomembno je,

EP

! DNA

/%

—_—

'RNA

Slika 4: Shematski prikaz razlik med molekulama DNA in RNA, ki smo jih v celico vnesli z elektroporacijo (EP). DNA vstopi v jedro, se prepise
v RNA in nato v protein, RNA pa se v citoplazmi prepise v protein. Slika je bila pripravijena z BioRender.com

Figure 4: Schematic diagram of the differences between DNA or RNA molecules introduced into the cell by electroporation (EP). DNA must

enter the nucleus where it is transcribed into RNA, and then into protein, while RNA is transcribed into a protein in the cytoplasm. The image

was created with BioRender.com
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da pri izbiri daljSih milisekundnih elektri¢nih pulzov upora-
bimo nizkoprevodni elektroporacijski pufer, ki zmanjSa Jou-
lovo segrevanie in termi¢ne poskodbe celic (17).

2.3 ELEKTROFUZIJA

Elektroporacijo uporabljamo tudi za zlivanje celic z elek-
trofuzijo. O celicni fuziji govorimo takrat, ko pride do zlivanja
dveh ali ve¢ celic v celico, ki vsebuje vec jeder. Proces zli-
vanja celic je naravni del razvoja nekaterih tkiv, je pa tudi
sestavni del biotehnoloskih postopkov za pripravo mono-
klonskih protiteles ali celicnih cepiv (30). Raziskave me-
hanizmov elektrofuzije kazejo, da tudi ta proces poteka v
vec¢ fazah, pomembno vlogo pa igrajo kakovost celichega
stika (9, 31), permeabilizacija, ki omogodi prehod mem-
brane v fuzogeno stanje (31), in lipidna sestava celi¢ne
membrane (32). Shematski potek elektrofuzije je prikazan
na sliki 5. Enako kot pri elektrogenski transfekciji je tudi za
uspesno elektrofuzijo pomembno, da fuzijska partnerja, to
sta celici v postopku zlivanja, prezivita.

2.4 IREVERZIBILNA ELEKTROPORACIJA

Za razliko od elektrogenske transfekcije in elektrofuzije, za
kateri je klju¢nega pomena dobro preZivetje celic, pa pri
ireverzibilni elektroporaciji zelimo doseci permeabilizacijo
celicne membrane, ki bo vodila v celicno smrt. V tem pri-
meru morajo izbrani elektri¢ni pulzi preseci vrednost, pri

kateri bi celica po elektroporaciji lahko zacelila svojo mem-
brano. Leta 2005 so odkrili, da je ireverzibilna elektropora-
cija primerna metoda za ablacijo mehkih tkiv in takrat si je
utrla pot v kliniéno prakso, uporablja pa se za netermalno
ablacijo tumorjev in tkiv (11, 17, 33), za zdravljenje srénih
aritmij (34) in za pripravo tkivnih opor. Pri tej aplikaciji je Se
bolj pomembno, da uporabimo elektri¢ne pulze, ki zmanj-
§ajo Joulovo segrevanje na najnizjo mozno vrednost. Pri
ireverzibilni elektroporaciji je potrebno poznati lastnosti tkiva
in z matemati¢nim modeliranjem dolociti elektricne para-
metre in geometrijo elektrod (17).

UPORABA ELEKTROPORACIJE
PRI PRIPRAVI ZDRAVIL ZA
NAPREDNO ZDRAVLJENJE

Elektroporacijo uporabljajo za pripravo vseh razli¢ic zdravil
za napredno zdravljenje. Primerna je kot ne-virusna metoda
vnosa genskega materiala v celico v pogojin ex vivo ali in
vivo, za pripravo induciranih pluripotentnih mati¢nih celic,
celicnih cepiv s celicno fuzijo ali za pripravo tkivnih opornih
struktur ex vivo. VecCina Klinicnih raziskav na tem podrocju
je namenjena zdravljenju raka (10, 35, 36).

Za gensko terapijo je znacilno vnasanje genov, ki sprozijo
profilakti¢ni ali diagnosti¢ni u€inek. Namenjena je predvsem
zdravljenju genskih bolezni, imunoterapiji raka, med pan-

stik med celicama pred EP

elektropermeabilizecija membrana

hibridng calica

Slika 5: Shematski prikaz elektrofuzije. Z ustrezno metodo vzpostavimo stik med celicama. Celici izpostavimo elektricnim pulzom, ki
povzrocijo permeabilizacijo celicne membrane. Permeabilna celi¢na membrana preide v fuzogeno stanje, ki omogoci zlivanje lipidnih
dvoslojev sosednjih celic. Sledi tvorba enotne celicne membrane, Zlivanje citoplazem obeh fuzijskih partnerjev in nastanek hibridne celice.

Slika je bila pripravijena z BioRender.com

Figure 5: Schematic diagram of electrofusion. Contact between the cells is established by appropriate method,. The cells are exposed to
electric pulses that cause cell membrane permeabilization. The permeable cell membrane becomes fusogenic which allows lipid bilayers of
adjacent cells to fuse. This is followed by the formation of a single cell membrane, fusion of the cytoplasms of both fusion partners and the
formation of a hybrid cell. The image was created with BioRender.com
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demijo covid-19 pa so razli¢ni proizvajalci razvili tudi cepiva
za to infekcijsko bolezen (3).

Pri izdelavi genskih zdravil za napredno zdravljenje je po-
membna izbira terapevtskega gena, vektorja in metode
vnosa. Elektroporacija je primerna izbira, kadar se zelimo
izogniti virusnim vektorjem. Gensko terapijo lahko izvedemo
na dva nacina; terapevtski gen vnesemo in vivo ali pa naj-
prej pripravimo gensko modificirane celice ex vivo in jih
pozneje uporabimo za zdravljenje. Agencije za zdravila v
Evropi, ZDA, na Japonskem, v Kanadi, Juzni Koreji in dru-
gih drzavah so v zadnjih 20 letih odobrile ve¢ zdravil za
napredno zdravljenje, namenjenih genski terapiji (37, 38),
za pripravo katerih so proizvajalci najveckrat uporabili viru-
sne vektorje (37). Potekajo pa tudi Stevilne klini¢ne raziskave
na podrocju onkologije, pri katerih za vnos genov upora-
bljajo elektrogensko transfekcijo in vivo, metodo pa ime-
nujemo elektrogenska terapija (11-14, 17, 39).
Elektrogensko transfekcijo lahko uporabimo tudi v pogojih
in vitro, za vnos plazmidne DNA, razli¢nih vrst RNA (MRNA,
SiRNA), proteinov ali sistema CRISPER/Cas9 (clustered re-
qularly interspaced short palindromic repeats) v celice (38,
40). Tehnologijo CRISPER/Cas9, ki omogoda urejanje ge-
noma, so preizkusili v klini¢nih raziskavah za zdravljenje ge-
netskih bolezni, raka, sréno-zilnih bolezni in fibroze jeter (40).
Elektrogenska transfekcija je zanimiva tudi za celi¢no tera-
pijo s somatskimi celicami. Pri celi¢ni terapiji pripravimo
modificirane celice ex vivo in jih pozneje uporabimo za
zdravljenje (slika 2). Za imunoterapijo raka uporabljajo ge-
netsko modificirane celice CAR-T (chimeric antigen recep-
tor T-cell) (3). Metodologijo priprave CAR-T Se razvijajo in
izboljSujejo, med metodami, s katerimi pripravijagjo CAR-T,
pa najdemo tudi elektroporacijo (41, 42). Ceprav je manj
ucinkovita od virusne transdukcije, pa je primerna za proiz-
vodnjo vecjih koli¢in CAR-T v pretoénem sistemu, kar je
velika prednost za industrijsko proizvodnjo (42).

Na podrocju celi¢ne terapije je elektroporacija zanimiva za
pripravo celi¢nih cepiv, namenjenih imunoterapiji raka. Za
celitna cepiva najveckrat uporabljajo dendriticne celice, ki
jih gensko modificirajo z razlicnimi metodami. DendritiCne
celice imajo pomembno vlogo v imunskem odzivu. Elek-
troporacijo lahko uporabimo tako za gensko modifikacijo
dendritiCnih celic (43) kot tudi za elektrofuzijo (9). Z zlivanjem
dendriti¢nih in tumorskih celic bolnika pripravijo imunohi-
bridome, ki zdruzujejo imunostimulatorne lastnosti dendri-
tiCne celice in celoten spekter antigenov tumorske celice
(85, 44) in tako povecajo odzivimunskih celic, ki je klju¢en
za uspesno imunoterapijo raka (35).

Elektroporacija je zanimiva tudi za pripravo induciranih plu-
ripotentnin mati¢nih celic. Od revolucionarnega odkritja
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leta 2006, ko so prvi¢ opisali zmoznost dediferenciacije
somatskih celic v pluripotentne mati¢ne celice, so te celice
postale zanimive za celi¢ne in tkivne terapije. Ker so spos-
obne diferenciacije v celice treh zarodnih plasti, moznost
njihove uporabe preizkusajo v razli¢nih klinicnih raziskavah,
predvsem na Japonskem in v Zdruzenih drzavah Amerike
(45). Vecino pluripotentnih mati¢nih celic sicer pripravijo z
virusno transdukcijo somatskih celic, elektroporacija pa je
primerna za vnos episomalnih vektorjev, v primerih, ko se
zelimo izogniti uporabi virusnih vektorjev (4).

Tkivna terapija, ki temelji na uporabi modificiranih celic ali
tkiv in je namenjena popravilu, regeneracij ali nadomestitvi
Cloveskih tkiv, predstavija najmanjsi delez vseh terapij z
zdravili za napredno zdravljenje, ki so priSle do stopnje kli-
ni¢nega preskusanja. NajveC raziskav na tem podrocju je
namenijenih zdravljenju misi¢no-skeletnih, sréno-zilnih bo-
lezni in za regeneracijo kozno-vezivno-tkivnih poskodb (46).
Tudi tkivno terapijo lahko izvajamo ex vivo ali in situ. Za tki-
vNo terapijo ex vivo pripravijo tkivne opore, Ki jih sestavljajo
oporne strukture, celice in aktivne biomolekule. V nekaterih
primerih izdelajo celicno-tkivni konstrukt, ki ga uporabijo
za implantacijo, in s tem omogocdijo rekonstrukcijo posko-
dovanega tkiva. Za pristop in situ pa uporabljgjo razlicne
biokompatibilne materiale, ki pospesijo funkcionalno rege-
neracijo poskodovanega tkiva (47).

Poleg polimerov, keramicnih, kovinskih in kompozitnih bio-
kompatibilnih materialov (47) raziskujejo tudi primernost
tkivnih opor bioloSkega izvora, ki imajo za osnovo trodi-
menzionalno strukturo zunajceli¢nega ogrodja (48). Zunaj-
celiéno ogrodje omogoca strukturno oporo in predstavija
naravno mikrookolje za tkivne maticne celice, zato ima po-
membno vlogo v regeneraciji posSkodovanega tkiva. Za pri-
pravo podporne strukture iz zunajcelicnega ogrodija je treba
odstraniti celice, za kar se uveljavljajo razlicne metode od-
stranjevanja celic iz tkiva. Na tak nacin pridobijo bazi¢no
ogrodje (decellularised extracellular matrix, dECM), ki je
primerno za pripravo tkivnih opor (48). Med fizikalne me-
tode, ki jih uporabljajo za pripravo bazi¢nega ogrodja sodi
tudi netermalna ireverzibilna elektroporacija tkiva (48). Pa-
rametre elektri¢nih pulzov izberejo tako, da presezejo prag
ireverzibilne elektroporacije, kar povzrodi celi¢no smrt. Ire-
verzibilna permeabilizacija membrane omogoci, da se
ohrani samo struktura zunajceli¢nega ogrodja. Poskusi na
zivalskih modelih so pokazali, da na tak nacin pridobijo
primerno oporo za regeneracijo poSkodovanega tkiva ar-
terije (18). Ireverzibilna elektroporacija v kombinaciji z razli-
¢nimi drugimi metodami odstranjevanja celic iz tkiva se je
izkazala kot ucinkovita metoda tudi pri zahtevnejsih pri-
pravah bazi¢nega ogrodja. Tak primer je priprava bazicnega
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ogrodja iz tkiva z gosto, kompleksno strukturo in visoko
vsebnostjo lipidov (49). Za izdelavo celi¢no-tkivnega kon-
strukta tridimenzionalno ogrodje ponovno naselijo s pri-
mernimi celicami, ki so zmozne diferenciacije (50).

SKLEP

Za pripravo razli¢nih vrst naprednih terapij je elektroporacija
primerna nevirusna metoda, ko zelimo vnasati genski ma-
terial, utiSati doloGene gene, reprogramirati somatske celice
ali pripraviti celi¢na cepiva. V vseh nastetih primerih je po-
trebno izbrati elektriCne parametre in elektroporacijski medij,
kar omogoci, da celice laZje prezivijo. Za tkivno terapijo
lahko uporabimo ireverzibilno elektroporacijo za pripravo
biokompatibilnih tkivnih opor, z reverzibiino elektroporacijo
pa pripravljamo celice, s katerimi ponovno naselimo tridi-
menzionalno strukturo. Poznavanje osnovnih mehanizmov
elektroporacije omogoc¢a prilagajanje metode razli¢nim na-
menom uporabe.
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