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Povzetek. Clanek povzema teoreti¢no izgradnjo modela dvojne poroznosti in njegovo uporabo na primeru
elektroporacije bioloskih tkiv. Modeli dvojne oz. v splo§nem mnogotere poroznosti so dobro poznani s podroéja
raziskav obnasanja prsti, poroznih kamnin in vodonosnikov; skratka povsod, kjer je treba popisati zakonitosti
premikanja (pronicanja) teko¢ine skozi porozni material zaradi razlike tlakov teko¢ine. Manj znano pa je, da je,
matemati¢no in fizikalno gledano, tovrstne modele mogoce uspesno aplicirati tudi na drugih podrogjih, in sicer
povsod, kjer nas zanima prenos snovi ali toplote, opravka pa imamo s heterogenim materialom, ki se ga da (v
priblizku) opisati kot material ve¢ poroznosti. Tipi¢en primer s podrocja elektrotehnike so porozne kovinske pene,
pomembne kot sestavni del gorivnih celic. Na enega od taksnih primerov pa naletimo tudi na podrogju
biomedicinske tehnike — problem prenosa snovi in toplote v elektroporiranem tkivu. Tkivo, sestavljeno iz celic in
medceliénega prostora, se namre¢ obnaSa kot material dveh spremenljivih poroznosti — eno od teh narekujejo
lastnosti zunajceli¢nega prostora, drugo pa lastnosti membrane. Clanek poda teoretiéno razlago, kako s stalidca
masnega transporta na elektroporirano tkivo lahko gledamo kot na porozni material, ter se na kratko dotakne tudi
problema prevajanja toplote skozi elektroporirano tkivo; z drugimi besedami, prek analogije v modelih poskusamo
ugotoviti, ali ima elektroporacija celi¢ne membrane znatne posledice na sposobnost tkiva, da prevaja toploto.

Kljuéne besede: dvojna poroznost, matemati¢no modeliranje, difuzija, iztiskanje tekocine, prenos snovi in toplote

Dual-porosity models and their use in biological tissue 1 UVOD

electroporation

The paper reviews the theoretical aspects of dual-porosity
models and their use in plant and animal tissue electroporation.
Models of a multiple porosity are mostly used in the research of
soils, porous rocks, and aquifers to mathematically determine
the transport (seepage) of a liquid or gaseous medium through
their porous structures driven by the law of the pressure
differential. There are, however, several other fields dealing
with multiple porosity, where such models could be efficiently
applied. Two such fields are electrical and biomedical
engineering. In the former, the models could be used for study
of porous metallic foams, applied in high-efficiency energy
storage (fuel cells), and in the latter to solve the issue of mass
and heat transfer in electroporated tissue. Biological tissue
(composed of cells and the extracellular space), behaves more
or less as a material of a variable porosity governed by the
properties of the extracellular space, and of the membrane. The
paper provides a theoretical background to viewing biological
tissue as a material of a variable porosity and investigates the
possibility of using dual-porosity models to understand to what
extent electroporation of the cell membrane affects the thermal
conductivity of biological tissue.
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Kot je bilo pokazano s poskusi na lipidnih dvoslojih,
celicah in bioloskih tkivih, lahko elektricno polje
dovolj$ne jakosti povzroci znatno povecanje prevodnosti
in propustnosti lipidne membrane [1]. U¢inek je znan kot
elektroporacija, tudi kot elektropermeabilizacija, in ker
je dosezen s pomocjo izpostavitve elektricnim pulzom,
na nekaterih raziskovalnih podro¢jih tudi kot obdelava s
pulzirajocim elektricnim poljem (angl. Pulsed Electric
Field treatment oz. s kratico PEF). Elektroporacijo
opiSemo kot ustvarjanje vodnih poti, tako imenovanih
por, v lipidnem dvosloju [2].

Glede na cas trajanja izpostavitve celice elektricnemu
polju, lokalno porazdelitev elektri¢ne poljske jakosti (ta
je omejujoci dejavnik za najvecjo mozno dovedeno
elektri¢no energijo, ki jo potencialno lahko membrani
preda zunanje elektri¢no polje) ter hitrost in sposobnost
celice, da popravi poskodbe v membrani, razpoznamo tri
mogode izide izpostavitve celice elektri¢cnemu polju. Ce
je poljska jakost premajhna in/ali Cas izpostavljenosti
prekratek, do elektroporacije ne pride in propustnost
celicne membrane ter sposobnost prezivetja celice
ostaneta nespremenjeni. Ce elektriéna poljska jakost
preseze t. i. reverzibilni prag in je izpostavljenost celi¢ne
membrane polju dovolj dolgo trajajoca, pride do t. i.
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reverzibilne elektroporacije; membrana je
permeabilizirana in ostane Vv stanju povedane
propustnosti za neko obdobje, a se po dolocenem casu
propustnost membrane zniza na Vvrednost pred
elektroporacijo. V procesu celjenja membrane se pore v
membrani zapro in celi¢na membrana ponovno vzpostavi
normalno, tj. selektivno propustnost, kar pa je mogoce le,
¢e so pogoji v okolju ugodni za prezivetje in zivljenje ter
delovanje celice. Ce je poljska jakost ali koli¢ina
dovedene energije prevelika, pa pride do ireverzibilne
elektroporacije, kar ima za posledico izgubo celi¢ne
homeostaze (in morda tudi popoln razpad plazemske
membrane), in to dejansko povzroci celi¢no smrt [3]-[6].
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Slika 1: Razli¢ne uporabe elektroporacije z mogo¢imi izidi.

Tako reverzibilna kot ireverzibilna elektroporacija sta
nasli svoje mesto uporabe na podrocjih, kot so
biomedicina, zivilska tehnologija, biotehnologija, in v
okolijskih znanostih. V biomedicini se reverzibilna
elektroporacija uporablja za vnos citotoksi¢nih zdravil v
tumorske  celice v  procesu, znanem kot
elektrokemoterapija, za vnos genov v misi¢no tkivo in
transdermalni vnos zdravil (tj. prek koze), fuzijo celic ter
vnos proteinov v celicno membrano, medtem ko se
ireverzibilna elektroporacija uporablja kot metoda
ablacije tkiva, vklju¢no z mehkimi tkivi pri zdravljenju
fibrilacije [7], [8].

Na podro¢ju zivilske tehnologije in biotehnologije
kaze elektroporacija obetavne rezultate pri ekstrakciji
sokov in drugih dragocenih snovi iz rastlinskih tkiv in
mikroorganizmov, kot so mikroalge, kot metoda
pospeSevanja dehidracije tkiv in kot dodaten korak
obdelave pri  nizkotemperaturni  konzervaciji  in
sterilizaciji zivil. Reverzibilna elektroporacija pa lahko
pomaga pri ustvarjanju novih metod krioprezervacije
bioloskih tkiv in stimulaciji rastlinskega metabolizma
[9]-[14].

Pri vseh nastetih rabah je pomemben aspekt zmoznost
razumeti in ovrednotiti transport snovi v povezavi z
elektroporacijo bioloskih tkiv, saj pri vecini aplikacij
elektroporacije z njeno rabo poskuSamo najti nov ali
izboljsati obstoje¢ nacin, kako v celico vnesti snov
(topljenca/-e ali raztopino) ali pa iz nje pridobiti
znotrajcelicne sokove ali druge snovi. Zmoznost
popolnega razumevanja transportnih procesov snovi ima
pomembne posledice, na primer za morebitno izboljSanje
selektivnega pridobivanja snovi iz rastlinskih celic, kar
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znizuje stro$ke poznejega precisevanja, ali pa denimo
za izboljSanje vnosa zdravil v ciljna tkiva, kar prinasa
nove ali bolj ucinkovite metode zdravljenja in
spopadanja z boleznimi [15], [16].

Ceprav so elektroporacija in z njo povezani pojavi e
naprej predmet intenzivnih raziskav, pa ni na voljo
ustreznih podrobnej$ih modelov, ki bi jih bilo mogode
uporabiti pri prouéevanju transporta snovi v kompleksnih
strukturah, kakr$na so bioloska tkiva, Se zlasti v povezavi
z elektroporacijo. Pristop z modelom dvojne poroznosti
je tako poskus vzpostavitve teoreti¢nega matemati¢nega
opisa, tj. modela, za prouCevanje transporta snovi v
elektroporiranem tkivu.

Ker v doloCenih primerih rabe elektroporacije ni
mogoce zanemariti spremljajo¢ih toplotnih uéinkov
oziroma pojavov Vv tkivu (pri nekaterih rabah
elektroporacije je segrevanje, povzro¢eno z dovajanjem
elektri¢ne energije, celo ena od poglavitnih komponent
obdelave), ¢lanek na kratko teoreticno obravnava tudi
vpliv elektroporacije celicne membrane na prehajanje
toplote. Predstavljen je toplotni analog modelu dvojne
poroznosti, ki opisuje prenos toplote v elektroporiranem
tkivu, s katerim poskuSamo povsem teoreti¢no odgovoriti
na vprasanje, ali ima elektroporacija celicne membrane
lahko neposreden in znaten uéinek na toplotno
prevodnost bioloskega tkiva. Ena od posledic
redistribucije snovi (kot npr. teko¢ine) v tkivu je lahko
tudi  spremenjena  toplotha  prevodnost  tkiva.
Raziskovanje tega medsebojnega vpliva mashega in
toplotnega transporta pa bi zahtevala povezavo med
modelom prenosa toplote in modeli transporta snovi, kar
pa je se nedokoncano raziskovalno delo, in ni predmet
tega prispevka.

Model dvojne poroznosti je bil razvit na podlagi
zakonov o ohranitvi mase in zakonitosti transporta snovi
ter omogoca spojitev uclinkov elektroporacije na
membrano  posamezne celice z  rezultirajoim
transportom  prek membrane in  zunajceli¢nim
transportom snovi. Prek poenostavitev smo poiskali tudi
pou¢no analitiéno reSitev modela, poleg tega je model
mogoce razsiriti z dodatnimi funkcijskimi odvisnostmi,
ki opredeljujejo pojave elektroporacije, in nato resiti
numeri¢no v primeru nelinearnosti oz. zapletenejSih
funkcijskih odvisnosti veli¢in.

Prispevek podaja model dvojne poroznosti v treh
razlicnih oblikah: koncentracijski/difuzijski, tlani in
termicni. Izkoris¢a namre¢ analogijo med tremi
fenomenoloskimi modeli transporta snovi in toplote:
Fickovim, Darcyjevim ter Fourierjevim zakonom.

2 MATEMATICNI MODEL
2.1 Trije zakoni masnega in toplotnega transporta

Prehajanje snovi s podro¢ja visje koncentracije snovi
proti podroc¢ju nizje koncentracije zaradi procesa difuzije
opisuje Fickov zakon za difuzijo, ki poveZe masni tok g,
(index z oznacuje koordinatno os z in indicira, da smo
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problem  poenostavili na eno dimenzijo) s
koncentracijskim gradientom prek difuzijske konstante D
(lahko bi pisali D, v primeru anizotropnega medija).
Matemati¢no povsem analogen je Darcyjev zakon za
pretok tekocCine, ki povezuje pretok q, za tok tekocCine S
podrocja vi§jega tlaka proti podro¢ju z nizjim tlakom z
razliko teh tlakov prek kvocienta dveh konstant —
hidravliéne propustnosti materiala, skozi katerega
pronica teko¢ina a, in njene dinami¢ne viskoznosti u.

Ravno tako lahko po analogiji tudi za primer
toplotnega toka g, zapisemo Fourierjev zakon, ki poveze
toplotni tok z razliko temperatur prek koeficienta
toplotne prevodnosti A. Na desni strani enacb (glej sliko
2) je negativni predznak, ki razresi dilemo glede smeri
masnega oz. toplotnega toka. Ta je namre¢ obratna smeri
naraséanja  koncentracijskega oz. tlaénega oz.
temperaturnega gradienta.

Adolf . Fick in Fickov
zakon difuzije snovi zaradi
koncentracijskih
gradientov

Henry Darcy in Darcyjev
zakon za pretok tekocine
skozi porozni medij

Joseph Fourier in Fourierjev
zakon prevajanja toplote
{poimenovan v cast J.
Fourierju)

__oaop
U Oz

z

Slika 2: Trije analogni fenomenoloski zakoni in mozje, Ki so jih
zapisali ali pa so po njih poimenovani zaradi njihovih znatnih
prispevkov znanosti.

Osnovna ideja modela dvojne poroznosti izhaja iz
potrebe po sklopitvi ucinkov elektroporacije na celicno
membrano s transmembranskim difuzijskim tokom
(angl. flux) v tkivu ali filtracijsko-konsolidacijskim
obnasanjem tkiva pod tlakom (iztiskanje tekocine, angl.
liquid expression ali consolidation). Da bi lahko
modelirali u¢inke elektroporacije v modelu transporta
snovi v tkivu, je treba najprej vpeljati nov nivo
kompleksnosti v koncept vzor¢nega volumna materiala.
Pri tem sledimo teoriji, razviti za pretok tekocine v
poroznih materialih, kot je prst ali lomljena kamnina, kjer
je koncept mnogoterih poroznosti dobro raziskan, poznan
in uporabljan.

Biolosko tkivo je, v primerjavi z mnogo
preprostejSimi suspenzijami (topljencev, celic, idr.),
morfolosko veliko bolj kompleksno in ga ni mogoce
predstaviti kot homogen material ali material, sestavljen
le iz trdnih snovi in tekocCine (glej sliko 3). Namesto tega
ga predstavimo kot sestavljenega iz vsaj dveh prostorov
ali faz — znotrajceli¢nega in zunajceli¢nega prostora.
Vsak prostor je nadalje sestavljen iz trdnih snovi in
tekocine, v kateri so topljenci ter netopne »trdne« snovi.
Stik med obema prostoroma, ki ju lo¢uje, je polpropustna
celicna membrana, katere propustnost se spreminja

zaradi elektroporacije. Ta osnovni koncept je skupen
difuzijskemu in konsolidacijskemu problemu, saj zadeva
modeliranje inherentne lastnosti ciljne snovne strukture
materiala. Osnovni principi pa se za¢nejo razlikovati, ko
govorimo o transportu snovi. Pristop k obravnavi
transporta snovi je, kar zadeva nastop veli¢in, povsem
razli¢en, vendar so, matemati¢no gledano, resitve lahko
skorajda identi¢ne, saj gre za analogne zakonitosti
termodinamike neravnovesja.

Celi¢na membrana

Celicna stena
Zunajceliéni prostor

Prazen prostor
(zrak in/ali tekodina)

Citoplazma

i i
IZﬂc trajcelicni pros !‘aﬁ‘
Iy f

\ Cg\i(:no /
. ;-eredlc:/

| “Prazenprostor |
\(zrak in/ali teko¢ina)/

- //

Citoplazma

‘notrajcelicni prostor]

Celi¢no
jedro

Slika 3: Tako si poenostavljeno predstavljamo zunajceli¢ni (a)
in znotrajceli¢ni (b) prostor na primeru rastlinskega tkiva (s
celiéno steno v zunajceli¢nem prostoru). Poenostavitev na to
raven nam omogoca vzpostavitev modela dvojne poroznosti.

Vse izpeljave in matemati¢na izvajanja, predstavljeni v
nadaljevanju, so vezani na posebej poenostavljeno
geometrijo. Zelimo namre¢ predstaviti koncept gradnje
modela, za kar pretirano kompleksna geometrija ni
potrebna. Poleg tega bi kompleksna geometrija
onemogocila izpeljavo analiticne resitve in s tem odvzela
sposobnost, da iz analize analitine resitve problema
podrobneje spoznamo naravo fizikalnega pojava.
Geometrija, na katero se omejimo, je sestavljena iz
cilindri¢nega vzorca tkiva, za katero predpostavimo, da
je primarna os, vzdolz katere poteka masni ali toplotni
tok os z. Koordinatni sistem pa je postavljen tako, da je
0s z vzporedna z osjo, ki jo predstavlja normala na obe
krozni ploskvi cilindra (zgornjo in spodnjo). To pomeni,
da predpostavljamo, da je razlika tlakov vzpostavljena
pretezno med zgornjo in spodnjo ploskvijo cilindri¢nega
vzorca, da masni transport snovi poteka iz vzorca proti
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obema ploskvama v primeru difuzije in da sta ti dve
ploskvi tudi primarni vir ohlajanja ali segrevanja vzorca
v primeru prenosa toplote. Da je to lahko realisti¢na
predpostavka, mora biti izpolnjen en pogoj, in sicer, da je
cilinder precej ve¢jega premera, kot je njegova debelina.
Vse izpeljane relacije torej veljajo za Sirok in tanek
cilindriéni vzorec tkiva (glej sliki 4 in 5).

2.2 Model dvojne poroznosti za primer difuzije
topljenca
Osnovne enacbe ter robni in zacetni pogoji modela

dvojne poroznosti za koncentracijo v zunajceli¢nem ter
znotrajceli¢nem prostoru so:

dce 0%ce  1-
a_Ct_ s,eaTcz_Tgk'[Ci_Ce]=0 (l)
Ltk la—cl=0 @
Ce(O)lz=n2 =0 3)

dce(t) _

oz l,o = 0 4)
Ce(2,0) = ¢ (5)
¢i(z,0) = ¢ (6)

V enacbah 1-6 sta C. in ¢j zunajcelicna ter znotrajceli¢na
koncentracija topljenca, Dse je intrinziéni difuzijski
koeficient topljenca vrste s v zunajceli¢nem prostoru, ¢ je
poroznost tkiva (volumetricni delez zunajcelicnega
prostora v tkivu, torej e = 1 — F, kjer je F volumetri¢ni
delez celic) in k je koeficient transmembranskega
difuzijskega pretoka topljenca, ki ga natanéneje podaja
enacba 7.

_ 3Ds,03’sfp
fe=—nrF @)
Koeficient transmembranskega difuzijskega toka

(poimenovan tudi koeficient transporta snovi) K je kljuéni
sestavni del modela, ki zajema ucinke elektroporacije na
celicno membrano v relaciji s transmembranskim
transportom snovi in kvalitativno opisuje ucinke
elektroporacije na propustnost celi¢ne membrane. Ce je
mogoce celico modelirati kot popolnoma sfericen objekt
radija R in debeline membrane dm, pri tem pa je Dso
difuzijski koeficient za topljenec vrste s v vodi pri dani
temperaturi, ys koeficient oviranja difuzije v pori in f,
povrsinski delez stabilnih por (fy = Np-Ap/Ao, Kkjer je Ny
Stevilo por na celico, A, je povprecna povrSina
posamezne povprecne pore in Ag povrsina celice enaka
47R?), je koeficient k mogode izraziti z zgoraj zapisano
enacbo 7. Za ve¢ podrobnosti o koeficientih ys in k glejte
[17].

Sistem integro-diferencialnih enacb (1-2), upostevaje
robne in zacetne pogoje (3-6), je mogoce resiti
analiti¢no. Njegova reSitev za zunaj- in znotrajcelicno
koncentracijo je:
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Z-05
(glavna os difuzije)

robni pogoj
na zgornji strani

cilindri¢en vzorec

robni pogoj
na spodnji strani
(enak kot na zgornji)

Slika 4: Geometrija vzorca (tkiva), uporabljena za izpeljavo
modela dvojne poroznosti in v poskusih, opravljenih za
demonstracijo rabe modela, za primer difuzije snovi iz tkiva v
okolisko raztopino.

. —_1\n
oz, ) = 2057, S0 cos () (Capermat (122 +

1)+ Cypetmat (24 1 ) ®)

4cj w (D"
ci(z,t) = T"’ano ——c05(1y2) (Cpie"mat +

Cpapetn2t — e™k) 4 ekt 9)

V enacbah (8) in (9) nastopajo naslednje funkcije oz.
koeficienti:

C
-

Cpq =2 10
n1 Yni1~Vn,2 ( )
(1_%)""'711,1
C,, =—8—— 11
n2 Yni1~Vn,2 ( )
_((6+1)k+ln2Ds_e)i\j((6+1)k+/1n2Dsle)z—4—kln2DSlE
Myp — (12)
, 2

Zaradi laZjega zapisa je v enacbe (10-12) vpeljana nova
konstanta ¢ = (1 — &)/e, lastne vrednosti 1, pa so enake An
= (2n+1) - w/h. Crka h oznacuje debelino cilindriénega
vzorca (glej sliko 4).

Sistem enacb (8-12) podaja popolno reSitev za
zunajceli¢no in znotrajceli¢no koncentracijo snovi tako
prostorsko kot ¢asovno. Seveda je te koncentracije v
praksi tako reko¢ nemogoCe izmeriti. Lahko pa si
zamislimo poskus, pri katerem cilindricne vzorce tkiva
elektroporiramo in potopimo v ustrezno topilo (npr. v
vodo), pri tem pa merimo koncentracijo znane snovi, ki
difundira iz vzorcev v raztopini. Za primer lahko
vzamemo rastlinsko tkivo, bogato s sladkorjem
(saharozo). Merimo lahko motnost vodne raztopine z
napravo, imenovano refraktometer, in jo prevedemo v
koncentracijo saharoze v vodi. Enota, ki se navadno za to
uporablja v praksi, je stopinja Brix (°Bx) in ustreza 1
gramu saharoze na 100 gramov topila (vode). Ce
poznamo zadetno koncentracijo °Bxo (ki je enaka 0 za
¢isto vodo) ter maksimalno °Bxmax, ki bi jo dosegli, ¢e bi
vso saharozo iz tkiva izluzili v raztopino, lahko
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definiramo veli¢ino, imenovano normirana
stopnja/stopinja Brix, kot:
B(t) = ot (13)

BXmax—"Bxo

V enacbi (13) je s ¢asovno odvisnostjo B(t) poudarjeno,
da ima opazovana koncentracija saharoze v raztopini
¢asovno odvisnost, saj sladkor pocasi pronica iz tkiva v
okolisko vodno raztopino. Poskus ilustrira slika 6 v
nadaljevanju, kjer je predstavljen primer rabe modela. Na
tem mestu omenimo le, da je mogoce prek primerjave
izmerjene B(t) in izraGunane B(t) iz simulacije na podlagi
enacb (8-12) primerjati rezultate simulacije in poskusa.
Za to pa nam manjka le $e relacija med B(t) in sistemom
(8-12), ki jo podaja enac¢ba (14).

2[8 f;'/z ce(z,t)dz+(1-¢) f:/z ci(z,t)dz]

hleceo+(1-€)cipl

B(t)=1- (14)

2.3 Model dvojne poroznosti za primer iztiska
tekocine

Z vidika fizike in matematike obstaja oCitna analogija
med Fickovim zakonom difuzije in Darcyjevim
zakonom, ki narekuje hidrodinami¢ne razmere Vv
poroznih materialih. Model dvojne poroznosti, kot ga
podajajo enacbe (1-6), je torej mogoce zapisati tudi za
opis filtracijsko-konsolidacijskega obnaSanja tkiva pod
tlakom, pri Cemer, matemati¢no gledano, ostaja
formulacija integro-diferencialnega sistema ena¢b enaka.
Difuzijski koeficient Dse v primeru tlatnega modela
zamenja hidravliéna propustnost tkiva ae, deljena z
viskoznostjo y, tj. aelu, in koeficientu transporta snovi k
podoben proporcionalnostni koeficient 4, ponovno tudi ta
ulomljen z viskoznostjo, tj. f/u. ZaCetna poroznost tkiva
€ je Ze zajeta v koeficientu ae in s stisljivostnim modulom
Gee, ki nista intrinzi¢ni, temve¢ prostorskopovpreceni
veli¢ini na celoten vzorec tkiva, in zato je mogoce
opustiti faktor (1 — ¢)le. Pride tudi do menjave
koncentracijskih gradientov, ki jih zamenjajo gradienti
tlaka tekocine. Pri iztiskanju pod tlakom so namrec
gradienti tlaka teko¢ine primarno odgovorni za transport
snovi, ki je v tem primeru tako znotraj- kot zunajceli¢na
tekocina (medij z raztopljenimi snovmi). Posledi¢no so
koncentracije Ce in ¢ nadomescene s tlaki tekocin pe in pi.
Kot rezultat so, analogno osnovnim enacbam za
difuzijski problem (1-6), pridobljene osnovne enacbe za
primer iztiska tekocCine iz hipoteti¢nega cilindricnega
vzorca tkiva zapisane kot sistem ena¢b (15-20). Pri tem
se opiramo na geometrijo, ki je zavoljo primerljivosti
med rezultati simulacije modela in realisticnim
eksperimentom sicer enaka kot v difuzijskem primeru, le
da smo pri difuziji govorili o ravnini simetrije sredi
vzorca in difuziji tako proti eni kot drugi krozni ploskvi
cilindra, v primeru iztiskanja tekocine pa si zamislimo,
da delujemo s silo na zgornjo ploskev vzorca in
opazujemo iztiskanje tekocine skozi spodnjo ploskev
cilindra. llustracija situacije je na sliki 5.

1 dpe 0 (ae dpe B _
@7—5(7;)—;(1%—1?3) =0 (15)
1dpi B _
tae TRPimP) =0 (16)
0pe _
Ze| =0 (17)
pelz:O = 0 (18)
pe(z’ 0) = peO (19)
pi(z,0) = pyo (20)

Enacbi (15-16) tako kot njun difuzijski analog izhajata iz
zakonov o ohranitvi mase. Vendar pa, v nasprotju s
koncentracijo topljenca, ki je tako merjena/opazovana
veli¢ina kot (prek svojega gradienta) tudi izvorna gonilna
sila procesa transporta snovi, je tlak tekocine v tlaénem
problemu sicer izvornassila in gonilo transporta, ni pa tudi
neposredno merjena ali opazovana veli¢ina in ni predmet
zakona o ohranitvi mase. Tlak mora zato biti povezan z
maso ali volumnom teko¢ine, ki se ohranjata, in
posledi¢no s poroznostjo posameznega prostora v tkivu,
kar je v modelu dosezeno z vpeljavo tako imenovanih
stisljivostnin modulov (angl. compressibility moduli).
Stisljivostni modul ali njegova obratna vrednost,
stisljivost (angl. bulk modulus), je obi¢ajno definiran kot
razmerje med relativno spremembo v volumnu (tako
imenovano razmerje prostega volumna — angl. void
ratio), ki jo povzro¢i dana sprememba tlaka, in to tla¢no
spremembo. Ce razmerje prostega volumna € oznaluje
razmerje med prostim volumnom (tekoé¢ino) in trdnimi
snovmi v znotraj- in zunajceli¢nem prostoru, sta lahko
stisljivostna modula dolo¢ena iz relacij (21-22).

de, _ Ope dee _ 1 0pe

= = 21
at 9t Opes Ge Ot (1)
ge; _ _ Op; Oe; _ 1 0p; (22)
at ot 0dpis G; ot

Stisljivostna modula Ge in G; povezujeta spremembo v
razmerju prostega volumna z izgubo tlaka tekocine. V
poskusih je merjen premik bata, Ki ustvarja v sistemu
pritisk, s Cimer postane poznana deformacija vzorca
tkiva, ki je tesneje povezana s poroznostjo (razmerje med
prostim volumnom in celotnim volumnom tkiva) kot pa
z razmerjem prostega volumna, ki podaja, kot Ze receno,
razmerje med volumnom tekocCine in volumnom trdnih
snovi. Zato so stisljivostni moduli ponovno definirani
prek povpreéne poroznosti obeh prostorov, tako da velja
(23-24).

Gs,e = Ge(l + ée)z
Gei = Gi(1+¢)?

(23)
(24)

Povsod, razen v enac¢bah (23-24), je notacija, ki oznacuje
povpre¢ne vrednosti, izpuSCena, cCeprav implicitno
vsebovana. Ta definicija omogoca enostavno pridobitev
zacetnih ocen za stisljivostne module na podlagi konéne
deformacije tkiva, ki je dobljena eksperimentalno.
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robni pogoj na zgorniji
povriini (hepropustna)

Z-0S
(glavna os aplikacije tlaka)

cilindri¢en vzorec

y-0s

spodnja povriina (porozna, propustna)
(robni pogoj NI enak zgornjemu)

opomba: ni ravnine simetrije na sredini vzorca

Slika 5: Geometrija vzorca (tkiva), uporabljena za izpeljavo
modela dvojne poroznosti in v poskusih, opravljenih za
ilustracijo rabe modela, na primeru z iztiskanjem tekocine.

Resitev sistema enacb (15-20) je povsem analogna
resitvi difuzijskega problema, le da sinus v Fourierjevi
vrsti zamenja kosinus, prav tako pa se zaradi robnih
pogojev rahlo spremenijo tudi lastne vrednosti in kon¢na
analiti¢na resitev je dana z enacbami (25-30).

4Di0 woo 1
Pe(z,t) = nlo anom((yn,lf + 1)Cn,1eyn'1t +

(Yot + 1)Cn‘ze7’nr2t) sin (% z) (25)
4p; 0 1
pi(z,t) = X0 o ——(Coae"™ + Cppem2’ —
e™" ") sin (%z) +pe T ¢ (26)
(T ——
— \Pio !
Cn,l - Yni1~VYnz2 (27)
(1_1;_?3)7_1‘*]’11,1
=-~Ffio/ 2
Cn,2 Yni1—VYnz2 ( 8)
—(r 1642 2V) 1 (11642, 2Y) —ad 21
yn1,2 = - \/ 2 - - (29)
v=feloepo s (14.52)  (30)
u u Ge,i

Lastne vrednost A, so enake A, = (2n+1) - w/2h. Ko sta tlak
tekoCine v znotraj- in zunajceliénem prostoru znana, je
mogoce uporabiti enacbe (21-24) za izraGun deformacije
vzorca. Po zapisu za brezdimenzijsko deformacijo s(t),
ki je normalizirana na zacetno debelino vzorca, je izratun
deformacije iz znanih tlakov razviden iz enacbe (31).

_ Ss_(t) 1 Pe(z,0)
Ss(t) - f fp (z,t) d z+
11 piz0) o
R i @)
Zadnji  parameter, ki zahteva obravnavo, je

brezdimenzijski  faktor g, ki  povezuje vpliv
elektroporacije na hidravliéno propustnost celi¢ne
membrane. Glede na teorijo, podrobneje predstavljeno v
[18], velja za sferiéno celico radija R s povrSinskim
delezem stabilne populacije por f,, ki jo sestavlja N, por
povpreénega radija rp, relacija (32).

MAHNIC-KALAMIZA

9fprp
ﬁ RZ fp 2 BRZ

(32)

Pri tem je ap = ry%/8 hidravli¢na propustnost posamezne
pore, faktor 9/R? pa je faktor dimenzijske prilagoditve za
sferi¢no celico radija R.

2.4 Model dvojne poroznosti za primer prenosa
toplote

Prek fizikalno in matemati¢no enake analogije zakonov s
Fourierjevim zakonom toplotnega prevajanja (angl.
thermal conduction) ter upostevaje osnovne zakonitosti
termodinamike neravnovesnih stanj, lahko
predpostavimo, da je mogoc¢e model dvojne poroznosti
zapisati tudi za opis toplotnih razmer v bioloskih tkivih,
kar bi moralo v principu veljati, ¢e je tkivo
elektroporirano, ali pa tudi ne.

Enacbe toplotnega modela za primer toplotnega toka
vzdolz ene (glavne, prevladujoce) osi prevajanja toplote
se za zunaj- in znotrajceli¢ni prostor glasijo:

e 3T, fyhy _ _
. ey (Ti Te) =0

(33)

(25)
aT; 0; 9°T; hy _
TSl @-T)=0 (3
V enacbi (33) nastopa nov parameter, volumsko razmerje
fy; ta multiplikativni parameter omogocéa upoStevanje
prostorskega (volumskega) deleza celic v celotnem
volumnu tkiva in je enak F/(1-F). Preostale veli¢ine so:
Te in T; sta temperaturi v zunaj- in znotrajceliénem
prostoru [K]; & in 6; sta zunaj- ter znotrajceli¢ni toplotni
prevodnosti [W/(m.K)]; z je prostorska in t casovna
koordinata; ¢, je specifiéna toplotna kapaciteta tkiva
[J/(kg.K)]; p gostota tkiva [kg/m®]; in hy volumski
koeficient prenosa toplote [W/(m2.K)]. Koeficient h,
odraza toplotno prevodnost celicne membrane in
znacilne geometrije sistema izmenjave toplote.

Sistem (33-34) ima za dolo¢ene vrednosti e in G;
analiti¢no resitev, in sicer v posebnem primeru, ko je 6.
= 6. Vendar je to za veCino tkiv problemati¢na
predpostavka; pomeni namre¢, da toplota enako hitro
prehaja znotrajceli¢ni kot tudi zunajceli¢ni prostor. V
rastlinskih tkivih, kjer je vefina vode shranjene v
vakuolah, zunajceli¢ni prostor pa je pogosto poln zraka,
je tak$na poenostavitev s predpostavko enakosti
nerealisti¢na. Sistem lahko v vsakem primeru re§imo tudi
numeri¢no, vendar se izkaze, da to ni potrebno.

V difuzijskem in tlacnem primeru prenosa snovi v
tkivu igrata pomembno vlogo koeficienta k in g, ki
povezujeta gradient koncentracije oz. tlaka prek
membrane  z  rezultirajo¢im  transmembranskim
transportom topljenca oz. teko¢ine, in sicer v odvisnosti
od stopnje propustnosti membrane. Bolj je membrana
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propustna, visje vrednosti dosegata koeficienta, lazji in
hitrej$i je transmembranski transport. Upraviceno se
vprasamo, kako pa je v primeru transmembranskega
prenosa toplote, torej kako velik je koeficient hy.

Izkaze se (za podrobno teoreti¢no razlago glej [19]),
da je zaradi sestave (lipidni dvosloj) in izredne tankosti
bioloske membrane (nekaj nm) membrana tako rekoc
»prosojna« za toplotni tok. Z drugimi besedami, glede na
prevodnost znotraj- in  zunajceliénega  prostora
membrana ne vpliva znatno na odstopanje, ko govorimo
o toplotni prevodnosti. Velikostni razred parametra hy je
ocenjen na:

_ 39,: ~ g W
hy =S5 = — (35)
V enacbi (35) nastopajoci polmer R predstavlja polmer
bioloske celice in je velikostnega razreda 107, kar
povzro¢i visoko vrednost hy. Tako je za toplotno
izmenjavo (upoStevaje samo toplotno prevajanje, in ne
konvekcije) vseeno, ali je membrana elektroporirana ali
ne. To seveda velja za relativno dolge ¢ase opazovanja
(milisekunde, sekunde). Povsem drugo vpraSanje bi
seveda bilo, kako elektroporacija vpliva na toplotno
prevodnost tkiva zaradi redistribucije tekoc¢ine v tkivu, Ki
jo elektroporacija povzro¢i, ali pa denimo to, kaksne so
toplotne razmere v membrani v c¢asu dovajanja
elektroporacijskih pulzov in tik po tem (na ¢asovni skali
nano- do mikrosekund). Zal ti dve vprasanji presegata
obseg in globino tega prispevka in ostajata predmet
nadaljnjih raziskav. Zaklju¢ek o toplotnih razmerah v
elektroporiranem tkivu, ki ga lahko naredimo iz analize
modela dvojne poroznosti, kaze zanemarljiv vpliv
membrane na toplotni tok skozi tkivo. To velja ne glede
na to, ali je membrana porirana ali ne, saj pride do hipne,
milisekunde do sekunde trajajoCe  izenaitve
znotrajceli¢ne z zunajceli¢no temperaturo, e se seveda
temperaturnemu gradientu prek membrane sploh uspe
vzpostaviti.

3 DEMONSTRACIJA RABE MODELA

3.1 Difuzijski eksperimenti

Da bi prikazali, kako lahko model dvojne poroznosti
opise difuzijo topljenca iz elektroporiranega tkiva, lahko
naredimo preprost eksperiment, ki vkljuéuje vzorce tkiva
ustrezne geometrije, ki smo jo predstavili Ze v koraku
izpeljave  modela.  Posamezne  vzorce  tkiva
elektroporiramo z ustreznim protokolom pulzov v
obdelovalni komori in nato prelijemo v difuzijski komori
z deionizirano vodo, ki jo med difuzijskim
eksperimentom stalno me$amo in vzor¢imo, da lahko z
refraktometricno  metodo  periodiéno  spremljamo
koncentracijo topljenca (v nasem primeru saharoze) v
raztopini.

Eksperimentalni protokol je zastavljen tako, da iz
gomoljev sladkorne pese in jabolka (brez lupine) najprej
izreZemo pravilne, 5 mm debele cilindri¢ne ko$c¢ke tkiva.
Vsi vzorci so v danem primeru premera 25 mm. Vsakega

izmed vzorcev najprej izpostavimo elektroporaciji tako,
da dovedemo elektri¢ne pulze 150, 200, 300, ali 400 V
napetosti prek para vzporednih jeklenih plo§¢atih
elektrod, ki sta na medsebojni razdalji 5 mm, z vzorcem
tkiva med elektrodama. Namen taksne konfiguracije je
izpostavitev  tkiva elektricnim poljskim  jakostim
priblizno 300, 400, 600 in 800 V/cm (izraéunano po
formuli za priblizek poljska jakost = napetost / razdalja
med elektrodama). Zelena poljska jakost seveda ni
doseZzena homogeno povsod v tkivu, saj tkivo ni
elektricno homogen material (dielektricnost, prevodnost
idr.), poleg tega so elektrode konénih dimenzij in polje
doseze maksimalno (ciljno) vrednost le v centralnem
delu, dovolj dale¢ od robov elektrod.

Pravokotne bipolarne pulze (tj. pulze izmenjujoce
polaritete) dovedemo v dveh vlakih z medsebojno
razdaljo vlakov ene sekunde. Vlak je sestavljen iz 8
pulzov, vsak pulz pa je dolg 100 us in se znotraj vlaka
ponavlja s frekvenco 1 kHz. Pulze dovedemo s pomocjo
ustreznega generatorja visokonapetostnih pulzov, Ki
zmore dovesti ustrezno mo¢ oz. energijo glede na
prevodnost tkiva.

Po elektroporaciji vzorce tkiva odstranimo iz
obdelovalne komore in jih povrSinsko osusimo z vpojnim
papirjem, kar s povrsine odstrani sladek sok, ki se je tam
pojavil po elektroporaciji. Ta tekoina je prisotna na
povrsju vzorca v manjsi meri zaradi rezanja, predvsem (v
vedji meri) pa zaradi elektroosmotskih ter tla¢nih razmer
v tkivu med elektroporacijo in po njej (izguba turgorja).
Ce povrsine vzorcev ne bi bile osusene, bi sok, nabran na
povrsini, povzrocil takoj$nje povecanje koncentracije
sladkorja v raztopini Ze takoj na zacetku difuzijskega
poskusa, kar bi povzrocilo kinetiko difuzije, znano kot
»faza izpiranja«. Tega pojava pa model dvojne
poroznosti ne zajema, zato se mu moramo izogniti. Tako
povrsinsko osuSeni vzorci so preme$ceni Vv stekleno
buc¢ko skupaj z magnetnim meSalom in deionizirano
vodo. Vzorce teko¢ine med stalnim meSanjem periodi¢no
odvzemamo in analiziramo z digitalnim analizatorjem
koncentracije vodotopnih snovi — refraktometrom.
Refraktometer izmeri koncentracijo vseh topnih snovi,
med katerimi prevladuje saharoza. Ves Cas je razmerje
med teko¢ino in skupnim volumnom vzorcev tkiva 2
proti 1 ter ostaja enako. Shematsko je poskus
poenostavljeno prikazan na sliki 6.

Ob merjeni koncentraciji saharoze, izrazeni Vv
stopinjah Brix (°Bx), in znanih maksimalni in zacetni
koncentraciji sladkorja (glej razlago v podpoglavju 2.2.)
lahko po enacbi (13) pridemo do funkcijske odvisnosti
B(t), do katere pa lahko pridemo tudi prek modela. Tako
lahko primerjamo rezultate eksperimenta za razli¢ne
elektri¢ne poljske jakosti z rezultati simulacij modela, pri
katerem spreminjamo povrsinski delez por, tj. parameter
fp, in tako simuliramo bolj in manj intenziven vpliv
elektroporacije na propustnost membrane za saharozo.
Rezultati (kinetika ekstrakcije saharoze z difuzijo) za
modelni tkivi (sladkorna pesa in jabolko) so podani na
sliki 7.
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Slika 6: Shemati¢na poenostavljena predstavitev difuzijskega
poskusa — faza elektroporacije (levo) in slede¢a faza difuzije
(desno).

Na sliki 7 lahko vidimo, da je model dvojne poroznosti
sposoben dobrega ujemanja z eksperimentalno
pridobljeno kinetiko ekstrakcije saharoze prek difuzije iz
vzorcev tkiva. Vi§ja je napetost in torej intenzivnejSa
obdelava tkiva z elektricnimi pulzi, ve¢ in hitreje se
izlo¢a saharoza iz tkiva. Elektroporacija seveda na
difuzijo iz celiénih vakuol, v katerih je saharoza primarno
prisotna, prek celiéne membrane V zunajceliéni prostor in
nato iz vzorcev tkiva v raztopino vpliva na ve¢ nac¢inov.
Zavedati se moramo, da je parameter f, kompleksna
prostorsko-¢asovna funkcija in v naSem primeru
poenostavljenega, analiticno resljivega modela dvojne
poroznosti predstavlja samo idealiziran parameter. Ta
parameter mora zajeti vso kompleksnost pojava
elektroporacije v interakciji z bioloskim materialom, ki
je inherentno raznolik, nehomogen, odvisen od pogojev
rasti, skladi§¢enja, priprave vzorca itd. Pomembno je, da
lahko s spreminjanjem enega samega parametra, Ki
nekako v integralnem smislu popisuje propustnost
celicne membrane, popiSemo vse eksperimentalno
izmerjene krivulje ekstrakcije saharoze iz tkiva. V
primeru jabolka je tudi jasno viden plato, ki ga dosezemo
pri napetostih med 200 in 300 V. Od priblizno 200 V
namre¢ vi$anje napetosti nima ve¢ znatnega vpliva na
kon¢no mnozino saharoze, ki je difundirala iz tkiva.

3.2 Tlacni eksperimenti / Eksperimenti z
iztiskanjem

Kot pri poskusih z difuzijo lahko tudi pri poskusih z
iztiskanjem uporabimo enake cilindri¢ne vzorce tkiva
sladkorne pese ter jabolk premera 25 mm in debeline 5
mm. VVzorce v tem primeru prav tako namestimo med dve
vzporedni plo§¢ati elektrodi iz nerjavecega jekla, vendar
lahko v tem primeru dovedemo elektroporacijske pulze
ze kar med oz. socasno z apliciranjem sile na vzorec.
Uporabimo enak protokol poracije kot v primeru
difuzijskih eksperimentov, le da za napetost na
elektrodah tokrat izberemo eno vrednost ve¢ in imamo
nabor 150 V, 200 V, 300 V, 350 V in 400 V.

MAHNIC-KALAMIZA
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Slika 7: Normalizirana stopinja Brix (B) za sladkorno peso (a)
in jabolko (b) v odvisnosti od c¢asa poskusa/simulacije.
Posamezne krivulje ustrezajo razli¢nim pritisnjenim napetostim
na elektrodah, ki jim ustrezajo tudi posamezne vrednosti
klju¢nega parametra modela, ki popisuje sposobnost membrane
za transmembranski transport snovi, tj. fp.

Kot omenjeno, elektri¢ni obdelavi takoj sledi iztiskanje
(uporaba tlaka), saj obdelovalna komora za
elektroporacijo hkrati sluzi tudi za meritve stisljivosti
vzorcev. Vzorce obremenimo s  konstantno
obremenitvijo 150 N — priblizno 580 kPa (jabolko)
oziroma 300 N — priblizno 290 kPa (sladkorna pesa) s
pomocjo analizatorja teksture. Analizator teksture je
naprava, ki je zmozna pritiskati s konstantno silo in meriti
premik aplikatorja ali pa premikati aplikator s konstantno
hitrostjo in meriti silo, s katero se vzorec upira. Uporabili
smo prvega od teh rezimov (konstantna sila) in med
obremenitvijo vzorca belezili premik bata v obdobju ene
ure.

Premik bata je enak deformaciji vzorca vzdolz iste osi,
v smeri katere na vzorec deluje sila analizatorja teksture.
Ta deformacija vzorca je teoreticno povezana z izgubo
tlaka tekocine v tkivu (model je prvi¢ predstavljen v
[18]). To omogoéa primerjavo eksperimentalnih
rezultatov deformacije vzorca z rezultati modela
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(simulacijami), ki jih izraunamo po enacébi (31).
Shemati¢no poskuse z iztiskanjem predstavlja slika 8.

1. FAZA ELEKTROPORACIJE | Il. FAZA IZTISKANJA
|
J 1
termoclen I
(kentrola ter mpmmg } analizator teksture
| Tontrolal
cilindri¢na | shranjevanje
| podatkov o
obdelovalna } tlaku in premiku!
komora |
|
! smer
} aplikacije
| bat tlaka
generator | obdelovalna
pulzov | komora
(bi-polarnih) | X
. | elektroperiran
| —zgornja elektroda } vzorec
{votel vrat)
NI U ;',7 y } tkiva
Al (S'¢—Vvzorec tkiva |
A7 I ]
AL el | iztok odvecne d
spodnja | tekotine ~Poroznapodpora
elektroda }

Slika 8: Shemati¢na predstavitev konfiguracije poskusov z
iztiskanjem — faza elektroporacije (levo) in sledeca faza
iztiskanja soka z analizatorjem teksture (desno). Obdelovalna
komora (levo) in merilna (desno) sta zdruzeni v isti merilni
sestav, kar omogoca hkratno dovajanje pulzov in merjenje
premika aplikatorja analizatorja teksture.

Prek analogije na primeru difuzije lahko ugotovimo, da
razliko v kinetiki deformacije vzorca lahko dosezemo s
spremembo kljuénega parametra, ki opisuje sposobnost
membrane za transmembranski transport snovi, tj. f,. V
nasprotju z difuzijo topljenca (saharoze) pa pri iztiskanju
znotrajceli¢nih sokov iz tkiva kot komponenta masnega
transporta sodeluje predvsem znotrajceli¢na tekoc¢ina z
vsemi v njej raztopljenimi snovmi. Zaradi tako raznolikih
mehanizmov (transport topljenca vs. transport topila) bi
tezko pri¢akovali, da bodo absolutne vrednosti parametra
v obeh inkarnacijah modela dvojne poroznosti enake ali
celo primerljivega velikostnega razreda. V primeru
difuzije namre¢ govorimo o sposobnosti molekule
saharoze, da difundira skozi poro v elektroporirani
membrani, v primeru iztiskanja teko¢ine pa 0 sposobnosti
vodnih molekul, da prehajajo membrano pod vplivom
tlacnih razlik. Poleg tega je populacija por, ki jih
vzpostavi elektriéno polje, ¢asovno in prostorsko zelo
spremenljiv  pojav. Konstanthna in  prostorsko
nespremenljiva vrednost vseh parametrov, ki popisujejo
v predstavljenem modelu dvojne poroznosti vpliv
elektroporacije  na  propustnost membrane, je
poenostavitev, ki nam v fazi zasnove modela omogoca,
da pridemo do elegantne in poucne reSitve sistema
sklopljenih diferencialnih enacb (ve¢ o interpretaciji
posameznih resitev enacb (8-9) in (25-26) v [17], [18]).
Seveda se moramo ob vseh predpostavkah in
poenostavitvah zavedati stohasticne narave procesa
formiranja por v bioloski membrani zaradi vpliva
mocnega zunanjega elektricnega polja, in to upoStevati
pri nadaljnjem razvoju mehanisticnih modelov.
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Slika 9: Deformacija vzorca se(t) za sladkorno peso (a) in
jabolko (b) v odvisnosti od ¢asa poskusa/simulacije. Posamezne
krivulje ustrezajo razlicnim pritisnjenim napetostim na
elektrodah, ki jim ustrezajo tudi posamezne vrednosti kljuénega
parametra modela, ki popisuje sposobnost membrane za
transmembranski transport snovi, tj. fp.

4 ZAKLJUCEK

S ¢lankom smo na primeru elektroporacije rastlinskih
tkiv prikazali, kako je mogoce tkivo predstaviti kot
dvoporozni, dvoprostorski ali dvofazni material in za
vsakega izmed prostorov (znotraj- in zunajceli¢nega)
zapisati enac¢bo za masni ali toplotni tok. Neodvisno od
fizikalnega ozadja procesa, torej ali gre za difuzijo pod
vplivom koncentracijskih gradientov, ali za tok tekocine
pod vplivom tla¢nih gradientov, ali za prenos toplote v
tkivu zaradi temperaturnih razlik, nam poenostavljeni
model dvojne poroznosti omogoca analizo vpliva
elektroporacije na pretok snovi ali toplote.

Teoreticna analiza pokaze, da elektroporacija nima
neposrednega vpliva na prenos toplote v tkivu zaradi
spremembe propustnosti membrane, ima pa posredni
vpliv prek redistribucije snovi.
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Model dvojne poroznosti opise vpliv elektroporacije
na propustnost membrane s pomocjo mehanisti¢nega
pristopa, temelje¢ega na teoriji formiranja populacije por
v membrani pod vplivom elektri¢nega polja, vendar je v
predstavljeni obliki ta mehanistiéni pristop toliko
poenostavljen, da v konstitutivnih enac¢bah ne nastopajo
prostorsko ali ¢asovno odvisni koeficienti. Tak opis
omogoca razvoj analiti¢ne reSitve sistema konstitutivnih
enacb (iz didakti¢nih razlogov) na racun bolj verne
predstavitve fizikalnega ozadja.

Model je vseeno mogoce kadarkoli na kateremkoli od
poenostavljenih elementov (parametrov) nadgraditi z
vernejSo funkcijsko odvisnostjo, na primer s trdnejSimi
temelji pri popisu termodinamike lipidnega dvosloja,
vendar s tem postane model kompleksnejsi in zahtevnejsi
za reSevanje in prakticno rabo.
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