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The impact of electroporation with different
electrodes on cell viability in the incubation
medium

Abstract. In this study, the effects of incubation medium
after high-voltage electroporation with iron- or
aluminum-based electrodes on the survival of untreated
cells were investigated using Chinese hamster ovary
cells. In addition, the effects of 1 mM and 2 mM
concentrations of iron ions Fe?* in the electroporation
medium on the cytotoxicity of the incubation medium
were evaluated.

The results revealed a strong contrast between the
effects of using stainless steel and aluminum electrodes.
Electroporation with stainless steel electrodes resulted in
a cytotoxic incubation medium, whereas the use of
aluminum electrodes showed no significant effect on cell
survival in the incubation medium. Although iron ions
are released in large amounts from the stainless-steel
electrodes during electroporation, iron ions Fe?* are not
the main reason for the cytotoxicity of the incubation
medium. These findings highlight the complexity and
importance of considering various parameters when
designing and performing electroporation procedures.

1 Uvod

Izpostavitev celic visokonapetostnim elektri¢nim pulzom
vpliva na povecano prepustnost celicne membrane, kar
omogoca prehajanje ionov in molekul iz zunanjega
okolja v celice in iz celi¢ne notranjosti v celi¢no okolje.
Pojav imenujemo elektroporacija, ker naj bi v lipidnem
dvosloju celicne membrane nastale prevodne poti v
obliki por [1]. Celice (ali tkivo) izpostavimo
visokonapetostnim elektricnim pulzom z uporabo
elektrod, ki so ve¢inoma narejene iz razli¢nih kovin. Med
izpostavitvijo celic  visokonapetostnim  elektri¢nim
pulzom tece skozi bioloski vzorec elektricni tok, ki ga
omogocajo nabiti delci v bioloSkem vzorcu. Bioloski
vzorec se zaradi tega segreva, v njem in na stiku s
kovinskimi elektrodami pa potekajo elektrokemijske
reakcije [2]. Sprememba temperature bioloskega vzorca
in produkti elektrokemijskih reakcij vplivajo na proces
nastajanja in popravljanja poskodb v celicni membrani
med in po elektroporaciji.

Pri poskusih na celi¢nih kulturah v pogojih in vitro so
najpogosteje uporabljane elektrode iz aluminijevih in
zelezovih zlitin. Opazili so, da rastni medij, ki je
izpostavljen visokonapetostnim elektricnim pulzom med
elektrodami iz nerjavecega jekla ali iz aluminijevih zlitin,
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znatno vpliva na preZivetje celic v tem mediju [2], pri
Cemer je bil medij, ki je bil visokonapetostnim
elektricnim pulzom izpostavljen med elektrodami iz
nerjavecega jekla, statisti¢no znacilno bolj citotoksicen.

Najpomembnejsi gradnik elektrod iz nerjavecega
jekla je Zelezo in prav Zelezovi ioni v obliki Fe?* in Fe3*
se med aplikacijo visokonapetostnih elektri¢nih pulzov v
znatni  koli¢ini izlo¢ijo iz elektrod [3]. Povecana
koncentracija Zelezovih ionov v bioloskem vzorcu vodi
do dodatnih kemi¢nih reakcij, kar lahko spremeni
kemicno sestavo medija.

Povecana akumulacija Zelezovih ionov v celici in
lipidna peroksidacija vodita do posebne oblike celicne
smrti, ki ji pravimo feroptoza. Za razliko od ostalih oblik
celi¢ne smrti, se feroptoza kot val $iri v celini populaciji
[4]. Celice lahko izlo¢ijo odveéne ione zeleza v
zunajceliénih veziklih (eksosomih) in se tako izognejo
feroptozi [5].

Zunajceli¢ni vezikli so lipidne stukture, ki vsebujejo
razli¢ne molekule in ione. Celice jih v okolico izlocajo z
eksocitozo ali odcepom od celicne membrane in na ta
nacin skrbijo za prenos snovi med celicami v telesu [6].
Elektroporacija povzroci strukturne spremembe celi¢ne
membrane in v celici sprozi procese, ki vplivajo
povecano nastajanje in izlo¢anje zunajceli¢nih veziklov,
kar omogoca prehajanje snovi med celicami in medijem
po elektroporaciji [7].

Z raziskavo smo Zeleli preveriti, kako na celice iz
sveze celiéne kulture vpliva inkubacijski medij, v
katerem so okrevale celice po elektroporaciji z
elektrodami iz nerjavetega jekla v primerjavi z
elektrodami iz aluminija. Zanimalo nas je, ali celice po
elektroporaciji z elektrodami iz nerjaveCega jekla v
inkubacijski medij izlo¢ijo odveéne Zelezove ione Fe?* in
ali imajo ioni Fe?* kljuden citotoksi¢en vpliv na celice iz
sveze celi¢ne kulture.

2 Materiali in metode
2.1 Celice

Za vse poskuse smo uporabili celice CHO, celi¢no linijo,
pridobljeno iz ovarijev kitajskega hréka. Celice smo 2—4
dni gojili v posodicah s povr§ino 25-150 mm? (TPP,
Svica) v inkubatorju (Kambi¢, Slovenija) pri 37°C, in
atmosferi s 5 % CO,. Rastni medij, HAM F-12 (Ham's
Nutrient Mixtures) (PAA, Avstrija), smo obogatili z
10 % govejim serumom (Sigma Aldrich, Nemdéija), L-
glutaminom (StemCell, Kanada) in antibiotikoma
penicilinom/streptomicinom  (PAA,  Avstrija) in
gentamicinom (Sigma Aldrich, Nem¢ija). Za poskuse
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smo celice tripsinizirali v eksponentni fazi rasti (5 g
tripsina/2 g EDTA v 0.9 % NaCl (Sigma Aldrich,
Nemcija), 10-krat razred¢en v Hankovi solni raztopini
(Sigma Aldrich, Nem¢ija). Tripsin in rastni medij smo iz
celicne suspenzije odstranili s centrifugiranjem (200 g,
5 min pri sobni temperaturi) (Sigma 3-15 K, ZdruZeno
kraljestvo). Celi¢éno usedlino smo resuspendirali v
rastnem mediju, da smo dobili koncentracijo 107 celic/ml.

2.2 Elektroporacija celic

100 pl celi¢ne suspenzije smo odmerili med dve
vzporedni ploscati elektrodi iz nerjavecega jekla 304 z
razdaljo med notranjima robovoma elektrod nastavljeno
na 4 mm ali v elektroporacijsko kiveto iz aluminija z
razdaljo med elektrodama 4 mm (VWR International,
Belgija). Monopolarne pravokotne pulze trajanja 5 ms
smo generirali z laboratorijskim prototipnim pulznim
generatorjem (LBK, Univerza v Ljubljani). Generirali
smo 8 pulzov z amplitudo 300 V (jakost elektri¢nega
polja: 0,75 kV/cm), ki so si sledili s frekvenco 1 Hz.
Aplikacijo elektri¢nih pulzov smo spremljali z ustreznim
osciloskopom (Wavesurfer 422, 200 MHz, LeCroy,
ZDA). Vrednost toka smo merili s tokovno sondo CP030
(LeCroy, ZDA).

Ustrezno napetost smo dolo¢ili na podlagi rezultatov
raziskave o prezivetju celic pri razli¢nih napetostih in
dolzinah pulzov [8]. Izbrali smo amplitudo, pri kateri je
celi¢no prezivetje priblizno 20 %.

2.3 Prezivetje celic v inkubacijskem mediju

Stiri vzorce elektroporiranih celic smo zdruzili in s
centrifugiranjem (200 g, 5 min pri sobni temperaturi)
(Sigma 3-15 K, ZdruZeno kraljestvo) locili celice od
medija v katerem je bila izvedena elektroporacija.
Elektroporacijski medij smo odstranili, celi¢ni usedlini
dodali 1 ml rastnega medija, ki je namesto obiCajnega
govejega seruma vseboval 10 % govejega seruma brez
eksosomov (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.) in jo
inkubirali 2 uri v inkubatorju (Kambi¢, Slovenija) pri
37°C in atmosferi s 5 % CO. Po inkubaciji smo
inkubacijski medij filtrirali skozi filter s porami velikosti
0,8 um (VWR International), s c¢imer smo iz
inkubacijskega medija odstranili celice in vecje vezikle.

Kontrolni vzorec smo pripravili tako, da smo celi¢no
suspenzijo odpipetirali med elektrode, a je nismo
elektroporirali. Nato je sledil enak postopek kot pri
vzorcih elektroporiranih celic. Pri vsakem poskusu smo
pripravili tri vzorce in eno kontrolo za obe vrsti elektrod.

Na mikrotitrsko plo$¢o s 96 posodicami smo v 300 pl
inkubacijskega medija nasadili 2-10° sveZe tripsiniziranih
celic. PrezZivetje celic smo 72 ur po nasaditvi dolo¢ili s
kalorimetri¢nim testom MTS (CellTiter 96® AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay) (Promega, ZDA).
Absorbanco vzorcev smo izmerili s spektrofluorometrom
Tecan Infinite M200 (Tecan, Svica) pri valovni dolzini
490 nm. Absorbanca je vecja, Ce je v vzorcu proizvedene
ve¢ obarvane snovi formazan, ki jo iz ene od komponent
dodanega testa proizvedejo metabolno aktivne celice.
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Vecje kot je Stevilo metabolno aktivnih celic, vecja je
obarvanost in s tem absorbanca vzorca.

2.4 Citotoksi¢nost ionov Fe?*

Pripravili smo 0,1 M raztopino FeCl, (Sigma Aldrich,
Neméija) v fizioloski raztopini (0,9 % NaCl) (B. Braun).
Za $tudijo vpliva Zelezovih ionov Fe?* na proces
elektroporacije in prezivetje celic smo pripravili se 0,05,
0,1, 0,5, 1 in 5 mM redc¢itve osnovne raztopine FeCl, v
rastnem mediju. PreZivetje celic v rastnem mediju z
razliénimi koncentracijami FeCl, smo dolo¢ili s testom
klonogenosti. Na plos¢e s 6 vdolbinicami smo v 2 ml
ustreznega medija nasadili 100 celic ter jih pustili rasti v
inkubatorju (Kambi¢, Slovenia) pri 37°C in atmosferi z
5% CO; 6 dni. Po 6 dneh smo medij odstranili ter
kolonije fiksirali in obarvali z 1 ml raztopine 0,2 %
barvila kristal vijoli¢no (Sigma Aldrich, Nemcija) v 80 %
etanola (Sigma Aldrich, Nemcija). Po 10 min smo
posodice sprali z vodo in jih osusili.
Krivuljo za prikaz vpliva koncentracije ionov Fe?* na
celino prezivetje smo opisali z ena¢bo
Vmax
= TH(Fe?*1/ECg) ' @)
kjer Vy.x predstavlja najvedjo vrednost celicnega
preZivetja, [Fe?*] koncentracijo Zelezovih ionov Fe?*,
ECgq tocko krivulje na polovici med V;,,, in 0 in s naklon
krivulje, ki definira strmino pri [Fe?*] = ECs,. Parametre
smo dolo¢ili z metodo najmanjsih kvadratov.
Elektroporacijo ob prisotnosti ionov Fe?* in $tudijo
prezivetja celic v inkubacijskem mediju smo izvedli po
postopkih, ki so opisani v podpoglavjih 2.2 in 2.3.

2.5 Statistiéne metode

Za analizo smo uporabili programski paket MatLab
R2023a. Rezultate smo prikazali s Skatelnimi diagrami,
pri katerih smo upos$tevali mediano ter prvi in tretji
kvartil treh oziroma $tirih ponovitev poskusa.

Pri poskusu prezivetja celic v inkubacijskem mediju
celic iz sveze celicne kulture po elektroporaciji z
elektrodami iz aluminija v primerjavi z elektrodami iz
nerjavecega jekla, smo imeli lo¢ene kontrolne vzorce za
vsako vrsto elektrod. Z uporabo studentovega t-testa smo
s p-vrednostjo 0,4 dolocili, da med kontrolama ni
statisti¢no znadilnih razlik in ju zdruzili za namen
analize.

Za analizo rezultatov testov preZivetja smo uporabili
statisti¢ni test ANOVA, ki mu je v primeru statisticno
znadilnih razlik sledila Tukeyeva posteriori analiza.

3 Rezultati

Slika 1 prikazuje celi¢no prezivetje celic iz sveze
celi¢ne kulture nasajenih v inkubacijski medij, tj. medij,
v katerem so bile celice po elektroporaciji zosmimi 5 ms
pulzi napetosti 300 V in frekvenco 1 Hz, inkubirane 2 uri.
Rezultati so normirani na kontrolo, tj. koli¢ino metabolno
aktivnih celic, ki so bile nasajene v inkubacijski medij
kontrolnih vzorcev, po 72 urah.



Rezultati kazejo, da je prezivetje celic iz sveZe celi¢ne
kulture nasajenih v inkubacijski medij, v katerem so
okrevale celice po elektroporaciji z elektrodami iz
aluminija, 97 +£18%. V inkubacijskem mediju po
elektroporaciji z elektrodami iz nerjaveéega jekla, pa so
odmrle vse celice iz sveze celi¢ne kulture. S stopnjo
znadilnosti 0,05 lahko trdimo, da so razlike med razredi
statisticno znacilne — material elektrod statisticno
znaCilno vpliva na prezivetje celic iz sveze celi¢ne
kulture v inkubacijskem mediju po elektroporaciji.
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Slika 1. Primerjava prezivetja celic iz sveze celi¢ne kulture v
inkubacijskem mediju po elektroporaciji z elektrodami iz
aluminija in elektrodami iz nerjaveéega jekla

Rezultati testa klonogenosti, s katerim smo dolo¢ili
celicno prezivetje po 6-dnevni izpostavitvi razlicnim
koncentracijam raztopine FeCly, so prikazani na sliki 2.
S povedevanjem koncentracije ionov Fe?* se celi¢no
prezivetje skokovito zmanj$uje. Pri 1 mM raztopini FeCl,
v rastnem mediju je prezivetje celic priblizno 40 %. Pri
5 mM koncentraciji odmrejo vse celice. S prilagoditvijo
krivulje (1) smo doloéili, da ze pri 2 mM koncentraciji
FeCl, v rastnem mediju, prezivetje celic pade na
priblizno 10 %.

100 T T T T T

90 [ b

80

70

60

50

Prezivetje [%]

40

30

20

10

=
0.05 0.1 0.5 1 5
Koncentracija Zelezovih ionov [mM]

Slika 2. Vpliv koncentracije Zelezovih ionov Fe?*
(logaritemska skala) na celi¢no prezivetje

Slika 3 prikazuje celi¢no prezivetje celic iz sveze
celi¢ne kulture v inkubacijskem mediju, v katerem so
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okrevale celice po elektroporaciji z elektrodami iz
aluminija ob prisotnosti 1 mM ali 2 mM koncentracije
ionov Fe?*, pri ¢emer kontrolo predstavljajo celice iz
sveze celiéne kulture, nasajene v obicajen rastni medij.
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Slika 3. Prezivetje celic iz sveZe celi¢ne kulture v
inkubacijskem mediju po elektroporaciji ob prisotnosti 1mM
in 2mM koncentracije ionov Fe?* in v kontrolnih vzorcih

Prezivetje celic iz sveze celi¢ne kulture nasajenih v
inkubacijski medij, v katerem so okrevale celice po
elektroporaciji ob prisotnosti 1 mM koncentracije ionov
Fe?*, je 81 + 15 %. V inkubacijskem mediju, v katerem
so okrevale celice po elektroporaciji ob prisotnosti 2 mM
raztopine FeCl,, je prezivetje celic iz sveZe celine
kulture 69 £ 29 %. PrezZivetje celic iz sveZe celi¢ne
kulture v kontrolnem inkubacijskem mediju celic, ki niso
bile elektroporirane, temvec le 5 min izpostavljene 1 mM
ali 2 mM koncentraciji FeCl; (1 mM - K, 2 mM - K), je
98 + 21 % oziroma 69 + 15 %. Rezultati niso pokazali
statisti¢no znaCilnih razlik (p-vrednost = 0,1) pri stopnji
znacilnosti 0,05.

4 Razprava

Porusena selektivna prepustnost celi¢cne membrane je en
izmed najbolj raziskanih vzrokov za celi¢no smrt po
elektroporaciji, vendar rezultati Studij kaZejo, da na
prezivetje celic v mediju po elektroporaciji vplivajo tudi
drugi dejavniki, npr. naboj, ki med elektroporacijo stece
skozi vzorec in sprememba sestave tretirane celiGne
suspenzije, ki je posledica elektrokemijskih reakcij na
povrsini elektrod in v celiéni suspenziji [2], [9].

Med mehanizme poskodb celic spadajo poskodbe
membrane, iztekanje ATP in drugih energetsko bogatih
molekul iz celic, poskodbe molekul DNK in proteinov v
notranjosti celic itd. Celi¢na smrt po elektroporaciji je
lahko odvisna od posameznega mehanizma ali
kombinacije razli¢nih mehanizmov celi¢nih poskodb, na
kar lahko vpliva material elektrod, razli¢ne amplitude,
frekvenca in trajanje elektroporacijskih pulzov, zaradi
Cesar je tezko natan¢no opredeliti vzrok za nastajanje in
popravljanje poSkodb celic po elektroporaciji in
posledi¢no njihov vpliv na prezivetje celic iz sveze
celi¢ne kulture v inkubacijskem mediju [1].



V na$i raziskavi smo preucevali, ali celice po
elektroporaciji z razli¢nimi elektrodami izlo¢ajo Vv
inkubacijski medij snovi, ki vplivajo na prezivetje celic
iz sveze celiéne kulture. lzkazalo se je, da po
elektroporaciji z elektrodami iz nerjavecega jekla,
inkubacijski medij postane citotoksi¢en in povzro¢i smrt
celotne celi¢ne populacije, po elektroporaciji z
elektrodami iz aluminija pri enakih pogojih, pa ne.

Preizkusili smo, kako na preZivetje celic iz sveZe
celi¢ne kulture v inkubacijskem mediju vpliva prisotnost
ionov Fe?* v celi¢ni suspenziji med elektroporacijo z
elektrodami iz aluminija. Zanimalo nas je, ¢e je tudi tak
inkubacijski medij citotoksi¢en in na celice iz sveze
celi¢ne kulture vpliva podobno kot inkubacijski medij po
elektroporaciji z elektrodami iz nerjaveéega jekla, kar bi
pomenilo, da je glavni vzrok za celi¢no smrt celic iz
sveze celi¢ne kulture v inkubacijskem mediju v primeru
uporabe elektrod iz nerjaveCega jekla, povecana
koncentracija ionov Fe?*. Splosna ocena citotoksi¢nosti
raztopine FeCl; s slike 2 kaze, da 1 mM koncentracija
FeCl, v rastnem mediju zmanj$a prezivetje celic na
priblizno 40 %, pri 2 mM koncentraciji FeCl, v rastnem
mediju, pa je prezivetje celic le $e okoli 10 %. Pri teh
dveh koncentracijah smo izvedli elektroporacijo celic z
elektrodami iz aluminija, poracijski medij po 5 minutah
odstranili in pustili celice 2 uri okrevati v sveZem rastnem
mediju brez eksosomov. Tako smo dobili inkubacijski
medij, v katerega smo nasadili celice iz sveze celi¢ne
kulture in tri dni opazovali njihovo rast.

Glede na prezivetje celic iz sveZe celi¢ne kulture v
inkubacijskem mediju po elektroporaciji z elektrodami iz
aluminija ob prisotnosti 1 mM in 2 mM koncentracije
ionov Fe?*, smo ugotovili, da preizkuseni koncentraciji
$e ne povzrodita citotoksi¢nosti inkubacijskega medija.

V naSem primeru je vrednost naboja C, ki steCe skozi
vzorec med elektroporacijo 125 mC. Naboj smo
izracunali z enac¢bo

C=U-N"timp/R, 2)

kjer U predstavlja napetost, s katero smo dovajali
elektri¢ne pulze, N Stevilo pulzov, tiy,, Njihovo trajanje
in R upornost vzorca, ki smo jo izracunali na podlagi
izmerjenih vrednosti toka med elektroporacijo. Gostoto
naboja smo izracunali glede na koli¢ino elektroporirane
celiéne suspenzije in dobili vrednost 1250 C/I. Na
podlagi raziskave iz ¢lanka [2], smo ocenili, da je bila ob
elektroporaciji z elektrodami iz nerjavecega jekla
koncentracija Zelezovih ionov (bodisi Fe?* bodisi Fe®*) v
celi¢ni suspenziji 3,2 mM.

Ugotovili smo, da elektroporacija z elektrodami iz
nerjavecega jekla povzroci izlo¢anje citotoksi¢nih snovi
v inkubacijski medij, v katerem celice iz sveze celi¢ne
kulture odmrejo, medtem ko prisotnost sicer citotoksi¢ne
koncentracije ionov Fe* v celiéni suspenziji med
elektroporacijo z elektrodami iz aluminija ni statisti¢no
znadilno vplivala na prezivetje celic iz sveze celi¢ne
kulture v inkubacijskem mediju. V prihodnje bi bilo
smiselno preizkusiti Se vpliv inkubacijskega medija po
elektroporaciji ob prisotnosti 3,2 mM koncentracije

ionov Fe?*. Glede na dosedanje rezultate sklepamo, da
povedana koncentracija ionov Fe?* v celi¢ni suspenziji po
elektroporaciji z elektrodami iz nerjavecega jekla ni edini
razlog za nizko prezivetje celic iz sveze celi¢ne kulture v
inkubacijskem mediju. Te ugotovitve kazejo na
kompleksnost uéinkov elektroporacije in pomena
upos$tevanja razliénih parametrov pri naértovanju in
izvedbi elektroporacijskih postopkov.
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