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G Slika prikazuje
elektroporacijo
celic cHo, pritr-
jenih na krovno
stekelce, ki smo

jih izpostavili
elektricnemu pulzu
dolZine 100 ps in
jakosti elektricnega
polja 800 V/cm.
Celice, ki niso bile
elektroporirane,

so obarvane temno
modro, elektro-
porirane celice

pa svetleje. Barva
odraza koncentra-
cijo znotrajcelicne-
ga kalcija, ki smo
ga skozi elektro-
porirano membrano
vnesli v celico.
Celice smo pred
poskusom pobarvali
s fluorescentnim
barvilom Fura 2-AM,
ki je obcutljiv na
kalcij. (Vir: Gorazd
Pucihar, Fakulteta
za elektrotehniko,
Univerza

v Ljubljani)

Elektroporacija je ena izmed najbolj
uspesnih nevirusnih metod, ki omogoca
preckanje Stevilnim molekulam skozi
celicno membrano, ki jih celica v nor-
malnih okolis¢inah ne prepusca. Ta
metoda je vsestranska in se s pridom
uporablja povsod, kjer Zelimo povecati
prepustnost celicne membrane; med
drugim tudi na podrocjih, kot so zdrav-
ljenje tumorjev, genska terapija ter
tudi v biotehnologiji za pasterizacijo
hrane in ¢isc¢enje vode.

ASTANEK CELICNE MEM-

BRANE JE PRAV GOTOVO

EDEN IZMED PRELOMNIH
vljenja. Celicna membrana je se-
stavljena iz tanke, dvojne plasti
posebnih mascob. V njej so Stevilne
beljakovine, ki opravljajo razli¢ne
naloge. Med drugim skrbijo tudi za
selektivno prepustnost snovi prek
celicne membrane, ki celici omo-
goca, da nadzira izmenjavo snovi
med svojo notranjostjo in okolico.
Tako lahko celica v svoji notranjosti
vzdrZuje stabilne razmere, ¢eprav se
te v okolici spreminjajo.

» TEORIJA ELEKTROPORACIJE

Elektroporacija (v€asih imenova-
na tudi elektropermeabilizacija)

je metoda, ki omogoca vnos tujega
materiala v celice z uporabo napeto-
stnih elektri¢nih pulzov (elektriéni
pulzi). Metoda, ki je bila ‘odkrita’
pred Stirimi desetletji, namre¢ te-
melji na izpostavitvi celice elektri-
Cnemu polju s pomocjo elektricnih
pulzov. Elektri¢ni pulz opiSemo z
amplitudo jakosti elektri¢nega polja
ter s Casom trajanja. Posledica izpo-
stavitve celice elektriénim pulzom
je povecanje prepustnosti celi¢ne
membrane, ki omogoci vnos snovi
v celico, kot je npr. DNK, za katero
je celitna membrana v normalnih
okolis¢inah sicer neprepustna. Ko
je celica izpostavljena elektriénim
pulzom oz. ko nanjo deluje elektri-
¢no polje, se celiéna membrana vede
kot izolator, na njej pa se vzpostavi
vsiljena transmembranska nape-
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© Simboli¢ni
prikaz obmoc¢ij
elektroporacije;

ta so odvisna od
dolzZine elektricnih
pulzov in jakosti
elektricnega polja.
Daljsi kot so pulzi,
manjsa jakost
elektricnega polja
je potrebna, da
pridemo v obmocje
reverzibilne ali
ireverzibilne
elektroporacije.
(Vir: Igor
Marjanovic,
Fakulteta za
elektrotehniko,
Univerza v
Ljubljani)

reverzibilno obmocje

tost. To napetost za okrogle celice
opisuje izraz (1):

I—e H]],

kjer je F absolutna vrednost vek-
torja jakosti elektri¢nega polja £,
kateremu smo celico izpostavili,
R polmer celice, 6 kot med smerjo
vektorja jakosti elektricnega polja
ter vektorjem normale, ki povezuje
srediSce celice in obravnavano toc¢ko
na membrani, t ¢as od vklopa ele-
ktriénega polja, T pa ¢asovna kon-
stanta membrane.

Slednja je odvisna od prevodnosti
in kapacitivnosti membrane ter sno-
vi, ki jo obdaja, znaSa pa od nekaj
sto nanosekund do nekaj mikrose-
kund. Izraz (1) pove, da je velikost
vsiljene transmembranske napeto-
sti sorazmerna absolutni vrednosti
vektorja jakosti elektri¢nega polja
ter velikosti celice in se spreminja z
lego opazovane tocke na membrani.

1TV () = %ER cos0

o -
b

ireverzibilno obmocje

|

Jakost
elektri€nega
polja

~1kV/cm

~50 V/cm

ireverzibilno obmocje

r

\s-v‘eqr-z_,-bilno obmoc’je
ﬁ_-%___

/

o/

brez elektroporacije
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~100 ps ~10 ms

DolZina elektri¢nega impulza

@ Okrogla celica v elektricnem polju:

d - debelina celi¢cne membrane,

E - vektor jakosti elektricnega polja,

R - polmer celice, 6 - kot med smerjo
vektorja jakosti elektricnega polja ter
vektorjem normale, ki povezuje sredisce
celice in obravnavano tocko na membrani.
(Vir: Igor Marjanovi€, Fakulteta za
elektrotehniko, Univerza v Ljubljani)

Zaradi ¢asovne konstante T vsiljena
transmembranska napetost, ki jo
ustvari stopnicast elektri¢ni pulz,
ne nastane v trenutku, temve¢ svo-
jo konéno vrednost doseZe v nekaj
mikrosekundah.

Kratkotrajna vsiljena transmem-
branska napetost do nekaj ve¢ kot
100 mV na celi€ni membrani ne
pusti posledic, kadar pa preseZe
kritiéno vrednost od 200 mV do
1V, se njena prevodnost in prepu-
stnost mo¢no povetata. Ce ampli-
tuda in trajanje elektri¢nih pulzov
nista prevelika, po kon¢anem elek-
tricnem pulzu pride do spontane
zacelitve celi¢ne membrane in vno-
vi¢ne vzpostavitve njene selektivne
prepustnosti. V tem primeru govo-
rimo o reverzibilni elektroporaciji,
saj celica preZivi. Ce pa so elektri¢ni
pulzi predolgi in/ali je napetost elek-
triénih pulzov prevelika, celica od-
mre. Takrat govorimo o ireverzibilni
elektroporaciji.



Celice izpostavimo elektri¢nemu
polju s pomocjo generatorjev elek-
tri€nih pulzov in pripadajocih, pogo-
sto za specificne namene prirejenih
elektrod. Ce govorimo o poskusih in
vitro, celice, ki se nahajajo v posebni
raztopini, vstavimo med elektrodi,
na kateri dovedemo elektri¢no na-
petost. Ce sta elektrodi plo3¢ati in
glede na njuno medsebojno razda-
ljo dovolj veliki, je elektricno po-
lje, v katerem se nahajajo celice,
skoraj homogeno. Njegova jakost je
priblizno enaka razmerju med na-
petostjo na elektrodah in razdaljo
med elektrodama. Kadar poznamo
Se velikost in obliko celic (e pro-
sto plavajo v tekocini, so po navadi
okrogle), lahko z uporabo izraza (1)
ocenimo tudi vsiljeno transmem-
bransko napetost, ki jo ustvarimo s
taksnim poljem. Ce dovajamo elek-
tricne pulze celicam v tkivu, pa
moramo upoStevati nehomogenost
jakosti elektricnega polja v tkivu.
Jakost elektriénega polja, ki so mu
izpostavljene celice, najveckrat iz-
ratunamo numeriéno.

» ELEKTROKEMOTERAPIJA

Poleg obsevanja in kirurgije, ki se
pri zdravljenju raka najpogosteje
uporabljata, je pomembna Se ke-
moterapija. Med kemoterapevti-
ki najdemo tudi takSne, ki ubijejo
celice med njihovo delitvijo. To so

© Primerjava u€inkovitosti strupenosti
citostatika bleomicin na celice bDc3F

v suspenziji, ko uporabhimo samo
bleomicin (BLM) in ko bleomicin
kombiniramo z elektroporacijo (BLM+EP).
Vidimo, da pri drugi kombinaciji dobimo
strupeni u€inek Ze pri veliko manjsih
koncentracijah bleomicina. Strupenost

se poveca za faktor vec 1000.

(Vir: Orlowski et al., 1988; z dovoljenjem)

citostatiki. Nekateri med njimi so
v notranjosti celice sicer zelo ucin-
koviti, vendar je celitna membrana
zanje neprepustna ali pa premalo
prepustna. Ucinkovitost takSnih
kemoterapevtikov lahko zelo po-
vecamo, ¢e njihov vnos kombinira-
mo z elektroporacijo. Ta metoda se
imenuje elektrokemoterapija. Prve
predklini¢ne raziskave so bile opra-
vljene leta 1987, §tiri leta pozneje pa
so Francozi zabeleZili prvi kliniéni
poskus. Elektrokemoterapija se da-
nes pri nas izvaja na OnkoloSkem

© Elektropermea-
bilizacija celic;

z ve€anjem jakosti
elektriénega polja
se veca tudi pre-
pustnost celicne
membrane, ki

smo jo doloéili

s pomocjo merjenja
absorpcije majhnih
molekul propidije-
vega jodida (p1).
(Vir: Igor Marja-
novic, Fakulteta

za elektrotehniko,
Univerza

v Ljubljani)
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generator
elektri€nih
impulzov

T

elektrodi

@ Elektroke-
moterapija

Z generatorjem
elektricnih pulzov
tkivo prek elektrod
izpostavimo Zeleni
jakosti elektri¢ne-
ga polja, kjer smo
pred tem vnesli ci-

tostatik. Elektropo-

racija povzrodi, da
celicne membrane
spustijo citostatik
v notranjost celic.
(Vir: Laboratorij
za biokibernetiko,
Fakulteta za elek-
trotehniko, Univer-
za v Ljubljani)

intravensko

elektriéni impulzi pore v membrani

vbrizgan povzrocijo pore, se zacelijo,
kemoterapevtik skozi katere kemoterapevtik
obkroZi tumorske kemoterapevtik ubije celice
celice vstopi v celico
CXe) o
o
o C o O o <
o
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o [©)
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1

inStitutu v Ljubljani, drugod po
Evropi pa Ze na pribliZzno sto kli-
ni¢nih centrih.

Elektroporacija moc¢no poveca
ucinkovitost izbranega kemotera-
pevtika, zato se uspesno zdravljenje
doseze s precej nizjimi koli¢inami
kemoterapevtika, hkrati pa se zara-
di lokalne narave te terapije zmanj-
$ajo tudi neZeleni stranski ucinki
zdravljenja.

Za utinkovito elektrokemoterapi-
jo moramo zagotoviti zadostno koli-
¢ino kemoterapevtika v tumorju in
izpostaviti tumorske celice dovolj
veliki jakosti elektri¢nega polja. Tki-
vo torej izpostavimo kemoterapev-
tiku, nato pa ga reverzibilno elek-
troporiramo. Elektrode za poracijo
se prilagodijo obliki in lokaciji tu-

morja. Lahko so iz nerjavnih plos¢ic,
Zic ali pa v obliki igel.

Ce je tumor prisoten na kozi ali
neposredno pod povrSino koZe, elek-
trodi pritisnemo ob koZo nad tki-
vom. Za tumorje, ki so globlje, pa
je treba uporabiti elektrode v obliki
igel, ki jih vbodemo skozi koZo. Ne
glede na uporabljeni pristop poraz-
delitev jakosti elektricnega polja v
tkivu in njegovi okolici ni homoge-
na, temvec jo dolocajo oblika elek-
trod, njihova medsebojna razdalja
in elektri¢ne lastnosti tkiva. Raz-
liéna tkiva imajo namrec razlicno
elektriéno prevodnost. Zato je pred
klini¢nim posegom treba opraviti
natanéne izraCune, s katerimi do-
lo¢imo, kam in kako je treba vsta-
viti elektrode in kak§no napetost je
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treba usmeriti nanje, da bo Zelena
jakost elektricnega polja prekrila
celotni tumor ter obenem imela ¢im
manjsi vpliv na okolico tumorja.

Optimalna jakost elektri¢nega
polja, pri katerem je elektrokemo-
terapija najbolj ucinkovita, je bila
doloceno eksperimentalno in je
manjsa od 400 V/cm, odvisna pa je
od dolZine elektri¢nih pulzov in nji-
hovega Stevila. DolZina elektricnih
pulzov, ki je u€inkovita, je v obmo-
¢ju od 100 ps do 1 ms, Stevilo pulzov
paje med 1in 8.

0d leta 2006, ko je priSla na trg
prva komercialna klini¢na napra-
va za dovajanje visokonapetostnih
elektri¢nih pulzov v tkivo, je bilo z
elektrokemoterapijo po svetu zdra-
vljenih Ze ve¢ kot 2000 bolnikov.
Elektrokemoterapija je bila upora-
bljena za zdravljenje oseb z razli-
¢nimi vrstami tumorjev, med dru-
gim s koZnim melanomom, Kapo-
sijevim sarkomom in tudi z rakom
na dojkah. Klini¢ni raziskovalci so
pokazali, da je lokalna uc¢inkovitost
zdravljenja z elektrokemoterapijo
koZnih in podkoZnih tumorjev s
pomocjo citostatikov (cisplatin in
bleomicin) ve¢ kot 80-%.

Elektrokemoterapija je torej ucin-
kovita metoda za lokalno zdravljene
razli¢nih vrst raka. Ena od njenih la-
stnosti je tudi njena lokalna narava,
saj v primerjavi z drugimi metodami
omogoca zdravljenje le tocno dolo-
Cenega dela telesa, kjer je tumor.
Idealni primer za zdravljenja z elek-
trokemoterapijo je prav gotovo neme-

tastatski koZni rak, saj v nasprotju z
alternativno kirurSko odstranitvijo
po kon¢anem zdravljenju na koZi bol-
nika ne pusti vidnih znamenj.

Po svetu prav zdaj poteka vec kli-
ni¢nih raziskav, kjer se elektroke-
moterapija uporablja za zdravljenje
raka na jetrih, kosteh, dojkah, poZi-
ralniku, érevesju, trebusni slinavki
in drugod. Elektrokemoterapija se
uporablja tudi v veterinarski onko-
logiji za zdravljenje tumorjev pri
psih, mackah in konjih.

» ELEKTROZLIVANJE

Elektroporacijo uporabljamo tudi
za zlivanje celic - elektrozlivanje
(tudi elektrofuzija). Zlivanje celic
je pojav, ki ga Zivi organizmi upora-
bljajo med razvojem in za regenera-
cijo tkiv. V Zivih organizmih poteka
namensko, njegova vloga je vna-
prej doloCena, vodijo pa ga razli¢ni
proteini in proteinski kompleksi.
Sposobnost celic, da se zlivajo ne-
namensko zaradi zunanjega povzro-
Citelja, kot je npr. elektricno polje,
pa je pomembna za biotehnologijo,
medicino in raziskave v biologiji.
Elektrozlivanje je u¢inkovita nevi-
rusna in nekemi¢na metoda zlivanja
celic, pri kateri membrane celic, ki
jih Zelimo zlivati, destabiliziramo s
kratkimi visokonapetostnimi elek-
triénimi pulzi.

Elektrozlivanje ima ve€ prednosti
pred drugimi metodami zlivanja ce-
lic: metoda je razmeroma preprosta
in potencialno visoko uéinkovita,

G Elektrokemo-
terapija pri
malignem
melanomu pred
terapijo (levo),

1 mesec po terapiji

(sredina) in

6 mesecev po
terapiji (desno);
(Vir: M. Marty
et al., 2006;

z dovoljenjem)
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O Slika prikazuje
elektrozlivanje
celic. Celice
misjega melanoma
smo izpostavili
osmim elektri€nim
pulzom dolZine
100 ps in jakosti
elektricnega polja
600 V/cm. Uspesno
zlite celice so
tiste celice, ki so
obarvane z zelenim
citoplazemskim in
modrim jedrnim
fluorescencnim
barvilom. (Vir:
Marko Usaj,
Fakulteta za
elektrotehniko,
Univerza v
Ljubljani)

© Postopek
zdravljenja z IRE
na kliniki (Vir:
AngioDynamics;
z dovoljenjem)
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ponuja moznost nadzora (in s tem
optimizacije) parametrov ter omogo-
¢a hkratno zlivanje velike koli¢ine
celic. Elektrozlivanje je zelo zani-
mivo tudi za klini€ne aplikacije, saj
gre za varno metodo, ki ne vkljucuje
nobenih dodatnih, za telo tujih sno-
vi, kar je velika prednost pred bio-
loSko-kemijskimi metodami. Zato
se elektrozlivanje uporablja tudi za
zlivanje celic pri pripravi hibridnih
celi¢nih cepiv za imunoterapijo ra-
kavih obolenj.

Danes se pospeSeno razvijajo mi-
krofluidne naprave (¢ipi, komore),
s katerimi lahko zagotovimo nad-
zorovano zlivanje razliénih celic.
Poleg vecje u€inkovitosti ponujajo
mozZnost dodatne avtomatizirane
obdelave zlitih celic (zaznavanje,
locevanje, zbiranje ...).

racunalniska
simulacija pred
operaciji

matematicni model
abliranega obmocja

» IREVERZIBILNA
ELEKTROPORACIJA

Doslej smo govorili zgolj o reverzi-
bilni elektroporaciji, ki ohranja ce-
lice in tkivo Zivo. Ceprav se na prvi
pogled morda zdi, da je to edino
uporabno podrocje elektroporaci-
je, to ne drZi. Nadvse uporabna in v
dolocenih pogledih presenetljiva je
namrec tudi ireverzibilna elektropo-
racija. Kot vemo, z ve¢anjem dolZi-
ne in amplitude elektri¢nih pulzov
nad mejo reverzibilne elektropora-
cije pridemo v obmodje ireverzibilne
elektroporacije, ki zaradi porusene
homeostaze (vzdrzevanje stabilnih
razmer v celici) privede do odmrtja
celic. A tudi pri ireverzibilni elek-
troporaciji pulzov ne moremo vecati
v nedogled. Ce jih je preve¢ oz. so
predolgi in/ali premocni, se lahko
zgodi, da poSkodujemo tkivo zaradi
prevelikega povecanja temperature
zaradi Joulskih izgub. Te so posledi-
ca elektri¢nega toka, ki za¢ne teci
skozi tkivo, ko je celica izpostavlje-
na elektricnemu polju. Ireverzibilna
elektroporacija je torej obmocje med
reverzibilno elektroporacijo in Cez-
mernim toplotnim segrevanjem, ki
unici tkivo ali celice zaradi ¢ezmer-
no povecane temperature.
Amerisko podjetje AngioDynamics
je razvilo kirurSko orodje NanoKni-
fe™, namenjeno predvsem ablaciji
tumorjev, ki deluje na principu ire-

vstavitev elektrod na
podlagi racunalniske
simulacije

CT-slika, s katero se
preveri, ali poloZaj
vstavljenih elektrod
ustreza racunalniski
simulaciji



verzibilne elektroporacije. Sestavlja-
jo ga zelo majhne igelne elektrode
(dve ali vec), ki jih podobno kot pri
elektrokemoterapiji zapi¢imo npr.
okoli tumorja tako, da ga lahko po-
krije Zeleno elektri¢no polje. Namen
dovedenih pulzov pa v tem primeru
ni povecanje prepustnosti celicne
membrane, ampak zgolj unicenje
dolocenega obmocja. IzkaZe se, da s
pomocjo ireverzibilne elektroporaci-
je lahko uni¢imo celice v poriranem
obmocju, medtem ko zunajceli¢ni
matriks in okolica poriranega obmo-
¢ja ostaneta nepoSkodovana, zato
celice mnogo laZje znova naselijo
porirano obmocje in mu tako povr-
nejo njegovo funkcionalnost. Ce pa
bi to obmocje poskusali uniciti s pre-
mocnimi in predolgimi pulzi, ko se
nahajamo Ze v obmo¢ju toplotnega
segrevanja, bi mo¢no poSkodovali
tako zunajceliéni matriks kot tudi
okolico poriranega obmocja. Kirur-
Ski posegi z orodjem NanoKnife™ Ze
Zanjejo uspehe v 25 razliénih usta-
novah po svetu. Metoda ireverzibil-
ne elektroporacije pomeni ucinko-
vito alternativo drugim minimalno
invazivnim kirurSkim tehnikam,
kot so radiofrekvencna ablacija,
mikrovalovna ablacija in krioabla-
cija, kajti vse te metode lahko trajno
posSkodujejo zdravo tkivo v okolici
tumorja, medtem ko ireverzibilna
elektroporacija pusti Zile, Zivce in
krvne celice prakti¢no nedotaknje-
ne. Posebna uporabnost ireverzibil-
ne elektroporacije se pokaZe tudi pri
sréni ablaciji (uniCenje tistih celic
na srcu, ki povzrocajo aritmijo). Pre-
tok krvi v zilah namre¢ skrbi tudi
za enakomerno porazdelitev tem-
perature po telesu, zato so metode
zamrzovanja (krioablacija) ali se-
grevanja (radiofrekvenc¢na ablacija)
tumorja v okolici velikih Zil pogosto

neucinkovite. Pri ireverzibilni elek-
troporaciji zmanjSanja u¢inkovitosti
metode zaradi teh uc¢inkov ni.

» ELEKTROPORACIJA
PRI PASTERIZACIJI HRANE

Samo v ZDA so s hrano povezani zna-
ni patogeni letno odgovorni za vec
kot 76 milijonov bolezni, 325.000
hospitalizacij in 5000 smrti. Mi-
kroorganizmi salmonele, listerie
in toksoplazme skupno povzrocijo
ve€ kot 1500 smrtnih primerov na
leto. Te Stevilke so seveda le pribli-
Zne. Velikokrat zastrupitve s hrano
tudi ‘preleZimo’ doma in tako o tem
zdravniki niso obveS¢eni. Vsekakor
pa te Stevilke zgovorno podpirajo
dejstvo, da je eno od osrednjih vpra-
Sanj, s katerim se ¢loveStvo srecuje
Ze od samega zaCetka, zagotovo skla-
dis¢enje in transport hrane - da bi
bila ta ¢im dlje uporabna. Se zlasti
danes, ko nas je vecina odvisna od
hrane, ki jo kupimo v trgovinah, Ze-
limo biti prepricani, da je hrana, ki
jo kupujemo, neoporecna.

Pri pasterizaciji hrane je treba uje-
ti najprimernejSe razmerje med tem,
da je hrana prosta patogenov, hkrati
pa naj izgubi ¢im manj svoje hranil-
ne vrednosti (vitamini, minerali ...).
Klasi¢ne metode, kot so encimska,
kemicna in termi¢na metoda, za pa-
sterizacijo hrane dandanes zaradi
vedno vecjih zahtev potroSnikov
niso ve€ v celoti ustrezne. S temi
metodami namrec lahko poSkoduje-
mo obcutljive sestavine v hrani, kar
lahko v njej privede do nezaZelenih
sprememb, kot so izguba vitaminov,
hranilnih snovi in nenazadnje tudi
izgube okusa. PotroSniki pa danes
tezimo k sicer varni, a ¢im bolj na-
ravni hrani. Na splo$no velja, da je
problem narediti hrano varno za za-

41



Ziuljenjeintehnika » ELEKTROPORACIJA

42

uZitje in pri tem upoStevati Se dru-
ge zahteve kupcev, kot so ohranitev
dobrega okusa, sveZine, naravnosti
in ustrezne hranilne vrednosti. K
vsemu temu moramo seveda pristeti
Se ¢im niZjo ali vsaj kolikor toliko
sprejemljivo ceno.

Prav nastete zahteve po ¢im manj-
Sih spremembah naravne hrane nas
privedejo do minimalno invazivnih
metod za pasterizacijo hrane, med
katere je spretno nasla pot tudi elek-
troporacija. Metoda elektroporacije
sloni na visokih jakostih elektricne-
ga polja (E = 10-35 kV/cm) in je v ob-
modju ireverzibilne elektroporacije. S
to metodo uspesno uni¢ujemo mikro-
organizme (bakterije, plesen...) brez
Skodljivega povecanja temperature
(AT < 30 °C). Seveda pa tako visoka
jakost elektri¢nega polja uni€i tudi
celice ‘hrane’, zato se ta metoda za
zdaj uporablja predvsem za pasteri-
zacijo sokov, mleka, jogurtov in vode.

» ELEKTROPORACIJA
PRI VNOSU IN EKSTRAKCI]JI
SNOVI IZ RASTLINSKIH CELIC

Poleg pasterizacije se elektropora-
cija s pridom uporablja Se za eks-
trakcijo snovi iz rastlinskih celic.
Prav to podrocje postaja vedno bolj
zanimivo za Zivilsko industrijo, saj
so Stevilni poskusi (npr. pridobiva-
nje saharoze iz sladkorne pese, pri-
dobivanje jabol¢nega in grozdnega
soka ...) dokazali, da Ce v proces eks-
trakcije snovi iz rastlin vklju¢imo Se
elektroporacijo, doseZemo opazno
povecanje izkoristka ekstrakcijske
snovi, hkrati pa je pridobljena snov
Se veliko bolj ¢ista in brez neZelenih
primesi. Poleg tega imamo pri tej
metodi Se dodatne prednosti, kot so
ohranitev okusa, hranilnih snovi in
strukture ekstrahirane snovi.

Lep primer je poskus pridelave
vina, ki so ga predlani opravili na
Veterinarski fakulteti Univerze v
Zaragozi v Spaniji. Ko so v proces
pridobivanja soka iz grozdja vpeljali
Se elektroporacijo, je s to metodo
dobljeno vino v primerjavi s tistim,
ki je bilo narejeno po obicajnem po-
stopku, imelo kar za 38 % vecjo bar-
vitost, za 22 % vecji skupni indeks
polifenolov in za 11 % vecjo vseb-
nost antocianov (naravna barvila).

Prav tako zanimiv poskus so izve-
dli na oddelku za tehnologijo hrane
na Univerzi v Lundu na Svedskem,
kjer se ukvarjajo s podaljSevanjem
roka sveZosti hrane. List Spinace so
tretirali s krioprezervansom treha-
loza, ga vakuumsko impregnirali in
elektroporirali v obmocju reverzibil-
ne elektroporacije, nato pa so list
Spinace zamrznili. Ko so ga odtajali,
so bile celice lista $e vedno Zive!

Zdaj so v enak postopek vkljucili
jagode. Torej morda le ni vec¢ tako
dalec ¢as, ko bomo nekega zimskega
dne vzeli jagode iz zamrzovalnika,
jih odtajali in bodo prav taksne, kot
da bi jih pravkar nabrali na vrtu.

» ZAKLJUCEK

Ta prispevek predstavlja zgolj nekaj
zanimivih tem s podrocja elektro-
poracije, s katerimi se ukvarjamo v
Laboratoriju za Biokibernetiko na
Fakulteti za elektrotehniko Univerze
v Ljubljani in kjer si s tujimi ustano-
vami po svetu delimo raziskovalne
doseZke na podrocju elektropora-
cije. Poleg Zze omenjenih podrocji
se elektroporacija danes vedno bolj
uporablja kot metoda vnosa molekul
DNK ali RNK v celice pri genski tera-
piji (ZIT 2003/5, str. 17). Prav tako
poteka vedno vec raziskav na podro-
&ju nanoporacije. Ce namreé vzame-



mo klasi¢no metodo elektroporaci-
je in povecamo jakost elektri¢nega
polja na 10-100 kV/cm, hkrati pa
skrajSamo dolzino elektri¢nih pul-
zov za tri velikostne razrede (iz ps v
ns), pridemo v obmocje t. i. nanopo-
racije. Tu se pojavi vsiljena napetost
tudi na notranjih membranah celic,
kar vodi v pojav por v membranah
organelov. Nanoporacija torej lahko
vpliva na notranje organele celic,
kar nam omogoca znotrajceliéno
manipulacijo.

Elektroporacija brez dvoma Ze
danes ponuja veliko moznosti, v
prihodnosti pa lahko pri¢akujemo
razvoj Se novih zanimivih aplikacij
na podroc€ju biologije, biotehnologi-
je in medicine.
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G Odpornost

lista Spinace na
zamrznitev

a - svez list
Spinace; b - list
zamrznjen v
tekocem dusiku za
7 s, nato pa takoj
pomocen v vodo pri
sobni temperaturi;
¢ - list Spinace,
obdelan s
kriopreservansom,
vakuumsko
impregnacijo in
elektroporacijo,
zamrznjen in

nato odtajan kot
pri b; d - list
obdelan enako

kot v primeru

¢, vendar brez
elektroporacije.
Desni stolpec

kaze del lista pod
fluorescentnim
mikroskopom.
Fluorescentno
zelena barva
predstavlja Zive
celice. (Vir: P. Y.
Phoon et al., 2008;
z dovoljenjem)
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