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Eiektrotransformacja,
elektrotransfekcja i elektrofuzja:
nowe metody modyfikacji
genetyczne] mikroorganizmow
| komorek eukariotycznych

Btona cytoplazmatyczna spetnia w zyciu komérki dwie, pozornie przeciwstawne
funkcje: stanowi bariere miedzy komorka i Srodowiskiem zewnetrznym, zapewniajgc
integralnos¢ komorki, jednoczesnie jest przenosnikiem substancji i sygnatéw metabo-
licznych miedzy cytoplazmg i Srodowiskiem. Miedzy tymi dwoma osrodkami btona, a
scislej moéwigc zintegrowane z nig uklady enzymatyczne, utrzymujg rdéznice
potencjatéw, rzedu 100 mV.

Wiasciwosci elektryczne btony i cytoplazmy sprawiajg, ze btona zachowuje swoja
integralnos$¢ do pewnej wartosci krytycznej potencjatu membranowego, E®, réwnej ok.
1 kv.

Bitona komdérkowa umieszczona w zewnetrznym polu elektrycznym moze byc
traktowana, w przyblizeniu, jako oS$rodek nieprzewodzacy, oddzielajgcy dwa
przewodzace obszary: cytoplazme i Srodowisko. Wszystkie trzy obszary, wykazujg
rowniez cechy dielektrykdw stratnych *. Zewnetrzne pole elektryczne powoduje
dodatkowe gromadzenie sie tadunkéw na zewnetrznej i wewnetrznej powierzchni
btony: potencjat membranowy wzrasta proporcjonalnie do natezenia zewnetrznego
pola. Proces ten dla sferycznej komorki opisuje réwnanie:

V=15+E' arcosY

gdzie: V - indukowany potencjat membranowy,
a - promien komorki, kierunkiem pola elektrycznego,
Y - kat miedzy danym punktem powierzchni komorki
a kierunkiem pola elektrycznego
E - natezenie zewnetrznego pola elektrycznego.

Zatem dodatkowy potencjatl uzyskany po przytozeniu pota elektrycznego jest
najwiekszy na “biegunach” komorki (cos y -1). stopniowo obniza sie w miare prze-
suwania ku "réwnikowi”, na ktérym jest rowny O (cos y *0) (tys. 1 a). Przekroczenie
potencjatu krytycznego , ktére nastapi najwczesniej na biegunach, powoduje de-
stabilizacje btony | powstawanie stopniowo rozszerzajgcych sie otworéw (por. rys. Ib).

« Dtetektryk ttratny to dtetektryk, w ktorym pod wptywem pota elektrycamego iMwttpuJe paeplyw pradu pnmtwhmri* |
w zwigzku z tym pole elektryczne oddaje cza66 ewojej energii w poetaci tzw. ciepta Jouia.
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Rys.l. Schematyczna interpretacja zjawiska elektroporacji: 1) cytoplazma, 2) btona
komodrkowa, 3) srodowisko zewnetrzne, B - bieguny komorki, R - punkty réwnikowe,
------- ~ kierunek pola elektrycznego, E - natezenie zewnetrznego pola elektrycznego,
Ee - potencjat krytyczny, - indukowany krytyczny potencjat membranowy, zalezny
od kata Y-

Po wylaczeniu zewnetrznego pola blona cytoplazmatyczna ulega odwrotnemu
uporzadkowaniu i osigga stan natywny. Proces elektroporacji jest w okreslonych
warunkach odwracalny. Stopieri odwracalnosci zalezy od natezenia i czasu trwania
zewnetrznego pola, odwracalnymi sg impulsy elektryczne trwajgce od mikro- do mili-
sekund o natezeniu rzedu 1-20 kV/cm. Powyzej tych wartosci btona, a w nastepstwie
komoérka, ulegaja nieodwracalnej destrukcji. Pory otwieraja sie w czasie kilku mikro-
sekund, szybkos$¢ zamykania zalezy od temperatury i wynosi kilka sekund w 370C'
i kilkanascie minut w 40C.

Konsekwencje naruszenia ciggtosci btony komoérki poddanej Impulsowi elektrycz-
nemu sg dwojakie;

1) elektroporacja: do komoérki moga przenikna¢ substancje nie przechodzace
przez btone natywna,

2) elektrofuzja: jezeli impuls stosowany jest w stosunku do komodrek ustawionych
wzdtuz linii pola i znajdujgcych sie w bliskim kontakcie, moze dojs¢ do wymieszania
sie bton w regionie kontaktu, utworzenia mostka cytoplazmatycznego miedzy réznymi
komérkami i wspdlnej btony otaczajgcej cytoplazmy uprzednio oddzielnych komérek,
czyli do fuzji komodrek (1).

Oba zjawiska majg charakter uniwersalny, co wynika z generalnie zbieznego
charakteru struktury wszystkich bton biologicznych.

Przygotowanie komérek nizszych grzybow i roslin do elektrofuzji | elektrotransfor-
macji wymaga enzymatycznego usuniecia sciany komorkowej w celu uzyskania pro-
toplastow.

Procesy elektroporacji wykorzystano m.in. do wprowadzania kwaséw nuklei-
nowych do komérek mikroorganizmow (elektrotransformacja) (2,3,4) i komérek euka-
riotycznych (elektrotransfekcja) (5,6,7,8). Po empirycznej optymalizacji warunkéw
elektroporacji (temperatura, pH. sita jonowa, osmolainos¢ srodowiska, parametry pola
elektrycznego, obecnos¢ substancji takich jak ATP, spermina, jony Ca+z, Mg*2 ),
uzyskuje sie powtarzalne wyniki i wydajnosci wyzsze niz osiggane uprzednio sto-
sowanymi metodami.
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Elektroporacje mozna osiagna¢ stosujac dwa typy impulséw; prostokatne |
zanikajace eksponencjalnie; czesciej stosowane sa te ostatnie. Natezenie pola
zmienia sie wéwczas zgodnie z réwnaniem E, = Eq e-</*, gdzie X ma wymiar czasu,
w ktérym natezenie spada do 1/e wysokosci natezenia wstepnego, Eq.

Optymalizujac elektryczne i biologiczne parametry eiektroporacji uzyskano
wydajne transformacje bakterii, komoérek zwierzecych i roslinnych.

Metoda eiektroporacji okazata sie szczegdlnie uzyteczna w odniesieniu do tych
gatunkéw bakterii, dla ktérych nie opracowano dotychczas systemu wprowadzania
obcych gendw lub istniejgce sg zawodne, mato wydajne i pracochtonne. Stosuje sie
ja z powodzeniem zaréwno do Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych organizméw
(9). Ze wzgledu na mate wymiary komdrek skuteczne sg impulsy eksponencjalne w
wysokim natezeniu lub wysokiej statej czasowej. Tak np. poréwnywalng elektrotrans-
formacje Escherichia ccii uzyskuje sie po pojedynczym impulsie 3,75 kV/cm,
X=50 msek lub 6,25 V/cm, X=10 msek.. Dobierajac wtasciwe stezenie DNA i komodrek
uzyskano najwyzsza ze znanych wydajnos¢ transformacji E coiix6\Nng 10”0 transfor-
mantow na Ipg DNA (3).

Do elektrotransfekcji komorek ssakéw stosowano zaréwno impulsy prostokatne jak
i eksponencjalne od 0,5 do 8 kV/cm, o stalych czasowych rzedu mikro- i milisekund.
Podobna wydajnos¢ transfekcji komoérek chomika (CHO) uzyskano po Impulsie
4 kVicm, X=0,5 msek lub 0,875 kV/cm, X=5 msek. Wyzsze wydajnosci transfekcji
uzyskano dla komoérek w stadium aktywnego wzrostu stosujgc do transformaciji
liniowy, a nie kolisty, DNA.

Protoplasty z r6znych gatunkéw i odmian roslin, a nawet réznych tkanek tej samej
rosliny réznig sie wrazliwoscig na impulsy elektryczne. Udane elektroporacje i trans-
fekcje odnotowano m.in. dla protoplastéw tytoniu, soi, kukurydzy, marchwi, ryzu,
pszenicy, owsa, stosujac impulsy o podobnych parametrach jak przy transfekcji
komoérek zwierzecych. Dla tych gatunkéw roslin, dla ktérych opracowane sa metody
regeneracji roslin z pojedynczych protoplastow elektroporacja moze by¢ wykorzystana
do konstrukcji,'po transfekcji, roslin transgenicznych. Taki peilny cykl opisany zostat
dla kukurydzy (10) i ryzu (11), dwdch bardzo waznych gatunkéw roslin uprawnych.

Zastosowanie elektrofuzji przyniosto pierwsze skutki praktyczne przy konstrukciji
nowych szczepéw Saccharomyces cerevisiae. Pokazano, ze mozna uzyskac¢ diploi-
dalne szczepy mieszancowe po fuzji protoplastow haploidalnych o r6znym i Identycz-
nym typie MAT (12), jak rowniez nowe, poliploidalne szczepy, w tym réwniez szczepy
przemystowe (13).

Opracowanie metod otrzymywania protoplastow komoérek roslinnych umozliwito
uzyskanie nowych somatycznych komoérek mieszanncowych powstajacych po fuzji
protoplastow réznego pochodzenia. Produkty takich fuzji sa uzyteczne w genetycz-
nych badaniach komoérek somatycznych. Metoda fuzji, cho¢ mniej precyzyjna niz
metody przenoszenia pojedynczych gendéw, umozliwia jednak uzyskiwanie korzyst-
nych kombinacji cech genetycznych nawet w sytuacji, gdy nieznane jest w
szczegotach genetyczne | molekularne podtoze takich cech. Komérki mieszancowe
moga takze stuzy¢ jako materiat wyjSciowy do regeneracji do roslin transgenicznych.
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Elektrofuzja jest metoda bardziej powtarzalng i wydajng niz metoda fuzji za
posrednictwem chemicznych lub biologicznych czynnikéw fuzjogennych. Wiele pro-
toplastéw roslinnych wykazuje wysokg wrazliwos¢ na toksyczne dziatanie najczesciej
stosowanego czynnika fuzjogennego, glikolu polietylenowego (PEG), stad zmienna i
niska wydajnos¢ fuzji. Optymalne parametry elektryczne elektrofuzji moga by¢
iloSciowo oznaczone i okreslone.

Bezposredni kontakt miedzy protoplastami przed fuzjg uzyskuje sie dzieki zasto-
sowaniu pola elektrycznego wysokiej czestotliwosci (f ~ MHz), ktére porzadkuje
komorki w tancuszki, wzdtuz linii pola, przy elektrodach lub w przestrzeni miedzy-
elektrodowej. Zjawisko to, zwigzane z polaryzacjg dielektrykbw w zmiennym polu
elektrycznym, nosi nazwe dielektroforezy. Uzywane powszechnie do elektrofuzji
komory doswiadczalne sg tak skonstruowane, ze mozliwa jest bezposrednia obser-
wacja dielektroforezy i elektrofuzji pod mikroskopem. Mozliwe jest réwniez prowa-
dzenie doswiadczen w potgczeniu z mikromanipulacjg i izolowaniem wybranych pro-
duktoéw fuzji do dalszych badan (14). Na uporzadkowane dieiektroforetycznie komorki
dziata sie pojedynczymi lub kilkoma w serii impulsami elektrycznymi, prostokatnymi
lub eksponencjalnymi. Wybor wlasciwych parametrow dielektroforezy pozwala na
uzyskanie 50-60% produktéw fuzji pochodzacych z ukladéw dwukomoérkowych;

wybor wilasciwych parametrow fuzji - 60-70% fuzji w stosunku do liczby
uporzadkowanych dielektroforehycznie protoplastow. Na wydajnos¢ elektrofuzji
wplywajg: sposob przygotowania protoplastow, typ, wielkos¢ i metaboliczna
aktywnos¢ protoplastéw, dlugos¢ | natezenie impulséw, sktad Srodowiska

zewnetrznego, cisnienie osmotyczne.

Metoda elektrofuzji uzyskano serie mieszancowych roslin tytoniu (15,16), a takze,
nowe odmiany roslin o znaczeniu gospodarczym. W testach polowych badane sg
odmiany ziemniaka powstate po fuzji protoplastéw pochodzacych z dzikich gatunkéw
So/anum t>rev/dans, opornych na wirus lisciozwoju | wirus Y, z protoplastami handlo-
wej odmiany S. tuberosum{M).

Praktyczne perspektywy stwarza réwniez metoda elektrofuzji zastosowana do
wytworzenia hybrydom i przeciwciat monoklonalnych (18).

Aparatura umozliwiajgca elektropéracje i elektrofuzje znajduje sie w Polsce w
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN (Warszawa), w Instytucie Elektrotechniki (War-
szawa) oraz w Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego (Warszawa).
Stosowana byta z powodzeniem do fuzji protoplastéw drozdzowych (IBB i IBPR-S) i
protoplastéw roslinnych (IE1) (19).
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Summary

Electrotransformation, electrotransfection and electrofusion:
new methods for genetic modifications of microorganisms
and eukaryotic celis

A Short description of the effects of pulse and alternating electric fields on ceils

and cellular membranes is presented. Practical implications of these are outlined and

the

results pertinent for biotechnological applications are summarized.
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