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Povzetek. Z modeli elektroporacije z enacbami opiSemo dogajanje med dovedenimi elektri¢nimi pulzi in po njih.
Obstajajo Stevilni modeli, ki se med sabo med drugim razlikujejo po tem, katero prostorsko raven opisujejo 0z. s
kak$nimi podrobnostmi je opisana elektroporacija. Na grobo lahko modele razdelimo na §tiri ravni — 1. molekule,
atomi in ioni, 2. lipidni dvosloji oz. celitne membrane, 3. posamezne celice 4. in tkiva. Ceprav v vsaki izmed
nastetih skupin poznamo ve¢ modelov, je manj takih, ki povezujejo dogajanje na ve¢ ravneh. V ¢lanku najprej
naredimo pregled obstoje¢ih modelov elektroporacije na ve¢ ravneh, nato pa predstavimo na$ prispevek k podrocju.
V okviru na$ega dela smo namre¢ razvili dva modela na veé ravneh. S prvim smo opisali elektroporacijo koze in
izraunali spremembo prevodnosti posameznih plasti koze s pomoc¢jo modeliranja nastanka por na celi¢nih
membranah in nastanka lokalnih transportnih obmoc¢ij v rozeni plasti. Z drugim pa smo modelirali transport
cisplatina v podkoznih tumorjih, pri éemer smo izhajali iz transporta cisplatina prek celiéne membrane posamezne
celice in mikrostrukture tumorja. Ugotovili smo, da lahko z nasimi modeli dobro opisemo rezultate, pri ¢emer
izhajamo z ravni posamezne celice, nato pa to dogajanje povezemo z ravnijo tkiv.
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Multi-scale models electroporation

The electroporation models are used to describe events during
and after applying electric pulses based on physical laws. The
numerous existing models differ between themselves with
respect to their description of the spatial level and the level of
details used to describe a particular phenomenon. The models
can be roughly divided into 1) molecules, atoms, and ions, 2)
lipid bilayers, i.e. cell membranes, 3) single cells, and 4) tissues.
Although there are many models available for each of these
groups, the multi-scale models to link various phenomena at
different spatial scales are but few. The paper presents an
overview of the existing multi-scale electroporation models and
two developed multi-scale models. One model is used to
describe the skin electroporation and to calculate the change in
the conductivity of individual skin layers by modeling a
formation of the local transport regions in the stratum corneum
and of pores on the cell membranes of the lower skin layers.
The other model is used to model the transport of cisplatin in a
subcutaneous tumor after electroporation. The calculation is
based on experimentally determined molecular transport across
cell-membrane and microstructure of the tumor, i.e. a volume
cell fraction. The models are shown to well describe the results
regarding the phenomena at the cell-membrane level and their
linking to the tissue level.
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chemotherapeutics, numerical modeling

Prejet 10. april, 2019
Odobren 13. junij, 2019

1 Uvob
1.1 Kaj je elektroporacija

Elektroporacija je pojav, ko visokonapetostni elektri¢ni
pulzi poveajo prepustnost celicne membrane za
molekule, ki je po navadi ne morejo prehajati [1].
Elektroporacija je reverzibilna, ¢e si celice po pulzih
opomorejo, in ireverzibilna, ¢e je $koda prevelika in
celice umrejo [2].

1.2 Kje se uporablja

Elektroporacijo uporabljamo v prehranski industriji [3],
vode [6] in v medicini [7], [8]. Podro¢ja uporabe v
medicini SO elektrokemoterapija, netermi¢no
odstranjevanje tkiva z ireverzibilno elektroporacijo,
genska terapija in vnos zdravilnih u¢inkovin skozi kozo.

2 MODELIRANJE ELEKTROPORACIJE

Z uporabo matemati¢nih in fizikalnih zakonov pri
modeliranju  strnjeno  opiSemo  bioloske pojave,
omogo¢imo razumevanje in napovedovanje odziva ter
zmanj$amo obseg eksperimentalnega dela. Pri
nacrtovanju medicinskih posegov elektroporacije z
modeliranjem porazdelitve elektricnega polja napovemo
uéinkovitost terapij [9], optimiziramo parametre
elektri¢nih pulzov ter $tevilo in postavitev elektrod in
razvijamo nove pristope k zdravljenju  [10].
Elektroporacijo modeliramo na razliénih ravneh: 1.
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molekule lipidov, atomi in ioni, 2. lipidni dvosloj oz.
celi¢na membrana, 3. celice in 4. tkiva. Trenutno so
modeli veéinoma omejeni na eno raven, modelov na ve¢
ravneh pa je malo.

2.1 Modeli na ravni molekul

Osnovni gradniki celicne membrane so fosfolipidi.
Obnasanje lipidov in drugih molekul pod vplivom
elektriénega polja lahko ugotavljamo s simulacijami
molekularne dinamike [11], [12], ki so zaradi raGunske
zahtevnosti omejene na nekaj tiso¢ nanosekund in sto
molekul lipidov. Raziskave molekularne dinamike
predvidevajo, da zaradi elektricnega polja v lipidnem
dvosloju nastanejo hidrofobne pore, ki se razvijejo v
hidrofilne pore, pride pa tudi do oksidacije celi¢ne
membrane in sprememb funkcij membranskih proteinov.
Rezultati simulacij molekularne dinamike so bili potrjeni
tudi v poskusih, v katerih so ugotovili, da lahko mala
interferen¢na ribonukleinska Kislina (siRNK) v nekaj
nanosekundah precka celi¢cno membrano [13].

2.2 Modeli na ravni lipidnih dvoslojev

V polarnem topilu, kot je voda, se lipidi spontano uredijo
v lipidni dvosloj. Modele elektroporacije lipidnih
dvoslojev lahko razdelimo v dve skupini [14]. V prvi so
deterministicni  elektromehanski  (hidrodinamiéni,
elasti¢ni, hidroelasti¢ni, viskoelasti¢ni) modeli, ki
dvosloj obravnavajo kot elasti¢no telo in ga opisujejo z
zakoni elektrostatike. Druga skupina so stohasticni
modeli nastanka por. Temeljijo na energijskih enacbah,
zdruzuje pa jih enaCba Smoluchowskega, ki opise
nastanek in dinamiko razvoja por. Neu in Krassowska sta
jo poenostavila in omogocila njen relativno preprosti
numeriéni izraun [15], vendar pa v njej predvidevata, da
se velikost por med pulzom ne spreminja. Asimptotski
model elektroporacije je torej primeren le za izra¢une pri
kratkih nanosekundnih pulzih, pri daljsih pulzih se
namre¢ ze §irijo. Tudi $irjenje por med elektroporacijo
lahko modeliramo, a je raunsko zahtevnejse, ker za
vsako poro posebej resujemo diferencialno enacbo
spremembe premera v vsaki ¢asovni tocki [16]. Med
energijske modele spada tudi model, ki nastanek por
opise s kineticno shemo prehajanja membrane med
prepustnimi in neprepustnimi stanji [17]. Transport
majhnih  molekul skozi poro lahko opiSemo z
elektrodifuzijsko ena¢bo [18].

2.3 Modeli na ravni posameznih celic

Lipidni dvosloj je skupaj z membranskimi proteini
osnova za nastanek bioloske celice [19]. Bioloska celica
je v priblizku elektricno slabo prevodna membrana
(dielektrik), ki je na obeh straneh obdana z elektrolitom
(prevodnik). Na ravni celic obstajajo modeli razli¢nih
pojavov: vsiljene transmembranske napetosti, nastanka
por, transporta, prepustnosti in elektri¢ne prevodnosti
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celitne membrane, smrti. Casovna in prostorska
dinamika vsiljene transmembranske napetosti sta
analiti¢no resljivi za preproste oblike osamljenih celic
[20], [21], na splosno pa zahtevata numeri¢en izra¢un
[22]. Ko je vsiljena transmembranska napetost znana,
lahko opi§emo nastanek por [15]. Celice lahko med
drugim modeliramo z ekvivalentnim elektriénim vezjem
[23]. Smrt in prepustnost celic v suspenziji lahko
opiSemo s statistiénimi modeli [24]. V literaturi se
pojavljajo Stirje modeli prepustnosti celi¢ne membrane —
simetricna in asimetricna sigmoida, Gompertzova
krivulja in hiperboli¢ni tangens [24]. Modelov celi¢ne
smirti je ve¢ [25], ve¢inoma izhajajo iz Zivilske industrije,
kjer z njimi napovedujejo ucinkovitost unicevanja
patogenih organizmov z namenom pasterizacije in
sterilizacije hrane. Elektri¢no prevodnost in prepustnost
celitne membrane lahko modeliramo kot dva lo¢ena
pojava [17]. Opisemo lahko tudi deformacijo celi¢ne
membrane skupaj z elektroporacijo med dovajanjem
elektricnih pulzov [26], [27]. Transport molekul v
posamezno celico opiSemo z elektrodifuzijsko enacbo
skozi prepustno membrano [28]. S kineti¢nimi shemami
lahko poleg transporta molekul v celice opiSemo tudi
transport v celi¢ne organele, vezavo citostatikov na DNK
in popravilo DNK ter eliminacijo citostatikov [29].

2.4 Modeli in lastnosti tkiv

Skupek po obliki in funkciji podobnih celic tvori tkivo.
Tkivo po navadi modeliramo kot homogeno snov in
racunamo elektricno polje v odvisnosti od oblike in
Stevila elektrod, parametrov -elektricnih pulzov ter
elektricnih  lastnosti  tkiva in  sprememb njegove
prevodnosti [30], [31]. Za vsak tip tkiva privzamemo s
poskusi dolo¢eno kritiéno vrednost elektri¢nega polja, pri
kateri pride do povedane prepustnosti membrane ali do
celi¢ne smrti [32]. Z matemati¢nimi modeli lahko tudi
napovemo Vverjetnost za ireverzibilno elektroporacijo
tkiva [33] ali za termiéne poskodbe zaradi Joulovega
segrevanja [34]. Transport snovi po tkivu lahko dobro
opiSemo s statisticnimi modeli, ki ne vkljucujejo
mehanizmov transporta [35], s kineti¢no shemo
elektroporacije [17], [36], s farmakolo$kim modelom
[37], z elektrodifuzijsko enacbo ali z modelom dvojne
poroznosti [38].

Zanimiv organ za modeliranje je koza, saj ima izrazito
slojevito strukturo. Pri elektroporaciji koze modeli
opisujejo elektri¢no polje ali transport v kozi kot organu
iz posameznih homogenih plasti [39]. Elektri¢ne lastnosti
slojev pred elektroporacijo in po njej so vefinoma
priblizki, obenem so ve¢ slojem pripisane enake lastnosti
[40]. Nekaj modelov vkljuCuje tudi nastanek lokalnih
transportnih obmo¢ij [39], [41], a so omejeni le na
procese v rozeni plasti in ne zajemajo elektroporacije
celic v spodnjih slojih koze. Transport molekul skozi
rozeno plast koze lahko dobro opiSemo z Nernst-
Planckovo enacbo [42].
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2.5 Modeli elektroporacije na vec ravneh

Modeli elektroporacije na ve¢ ravneh elektroporacijo
opisujejo na razli¢nih prostorskih ravneh, ki se med sabo
razlikujejo v velikostnih razredih (od nanometrov do
centimetrov).

Nekaj modelov povezuje raven molekularne dinamike
z ravnijo lipidnih dvoslojev. V [43], [44] so primerjali
rezultate spremembe prevodnosti por, pridobljene s
simulacijami molekularne dinamike in teoreti¢nimi
modeli, ki sistem opisujejo na podlagi zveznih teorij.
Ugotovili so, da je vrednost elektricne prevodnosti
posamezne pore, izratunana z molekularno dinamiko ali
zveznimi teorijami, primerljiva. Rezultati kvazistati¢ne
analize elektri¢nega polja so se dobro ujemali z rezultati
molekularne dinamike [45].

Nekaj modelov povezuje raven lipidnih dvoslojev oz.
celi¢nih membran z ravnijo posameznih celic ali tkiv.
Model dvojne poroznosti, ki temelji na difuzijski enacbi,
povezuje nastanek por s prepustnostjo celicne membrane
in omogoca modeliranje transporta med ve¢ razdelki,
npr. celicami, zunajceli¢no tekoc¢ino in sosednjimi tkivi
[38]. Transport ionov skozi celi¢no membrano med pulzi
lahko numeri¢no ali z nacelom ekvivalence izra¢unamo
iz tokovno-napetostnih meritev prevodnosti celi¢ne
suspenzije [46].

Ve¢ modelov, ki vkljuCujejo tudi geometrijo
posameznih celic, povezuje raven posameznih celic z
ravnijo tkiva. V dveh dimenzijah lahko presek tkiva
vzoréimo s kartezijskimi transportnimi mreZami in S
Kirchoffovimi zakoni izra¢unamo tok, napetost ter
elektri¢ni naboj po celi mrezi [47]. Podobno metodo
ekvivalentnega vezja so uporabili v literaturi [48], kjer so
najprej analizirali u¢inke elektroporacije na ravni celic,
nato pa prek enakovrednih elektri¢nih lastnosti celic
presli na tkiva. V dveh dimenzijah odziv tkiva
ponazorimo z modeliranjem celic z Voronojevim
diagramom in izraunom vsiljene transmembranske
napetosti v vsakem poligonu oz. celici [49]. Slabost
zgornjih modelov je, da so v dveh dimenzijah, kjer je
obnasanje celic druga¢no kot v tridimenzionalnih tkivih.
V tkivu so celice namre¢ gosto skupaj, povezane, pride
do zastiranja elektriénega polja in posledi¢no do nizje
vsiljene transmembranske napetosti [50], [51], prisotna
sta krvni obtok in imunski sistem. Povezavo med
celicami  in  tkivom lahko  ponazorimo s
tridimenzionalnimi numeri¢nimi modeli mrez okroglih
celic [52]. Simulacije so bile narejene za enako velike,
popolnoma okrogle, pravilno razporejene in elektri¢no
nepovezane celice, obenem pa je bil najvecji
prostorninski delez celic omejen na nizje vrednosti kot v
tkivih. Z numeri¢nim modeliranjem tridimenzionalnih
okroglih razli¢no velikih celic, naklju¢no razporejenih po
prostoru, lahko opiSemo spremembo elektricne
prevodnosti celi¢cne membrane in delez prepustnih celic
[53]. S tridimenzionalnim modelom skupka posameznih
celic razli¢nih oblik so opisali tudi elektroporacijo lista
$pinace [54].
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2.5.1 Mehanisticni model elektricnih lastnosti kozZe

Elektroporacija vpliva na elektriéno prevodnost celi¢ne
membrane [55], sloja celic [56] in tkiv [57], kar lahko
uporabimo za napoved odziva na zdravljenje z
elektroporacijo. Na splo$no se med pulzi prevodnost tkiv
poveca, saj se poveca prevodnost celi¢nih membran. Po
pulzih pa je sprememba prevodnosti posledica uhajanja
ionov iz celic, osmotskega veCanja celic, vaskularne
okluzije, nastanka edema ter je lahko vecja ali manjsa kot
pred elektroporacijo.

Z metodo konénih elementov smo zgradili numeric¢en
model elektri¢nih lastnosti koze med elektroporacijo
[58]. Kot model koze pred elektroporacijo smo uporabili
ze obstoje¢i model [59], kjer so lastnosti posameznih
slojev koze izraunane prek elektricnih in geometrijskih
lastnosti posameznih celic. Elektri¢ne lastnosti slojev z
majhnim prostorninskim delezem celic Smo izracunali s
Hanai-Bruggemanovo formulo, ki spada med t. i. enacbe
mesanja, lastnosti slojev s prostorninskim delezem nad
80 % pa numeri¢no. Geometrija bioloskih celic (na sliki
1) je bila opisana s t. i. superformulo [60], s katero lahko
opiSemo tako reko¢ Katero koli obliko v naravi. Celi¢ni
membrani, znotraj- in zunajceli¢ni teko¢ini ene bioloske
celice smo pripisali ustrezno elektriéno prevodnost in
dielektri¢nost in celico izpostavili sinusni napetosti
razli¢nih frekvenc v vseh treh koordinatnih oseh (x, y, z).
Z uposStevanjem admitance SMO nato izracunali
frekvenéno odvisen kompleksen tenzor elektri¢nih
lastnosti enotske celice (£€*). Posameznim plastem v
homogenemu modelu koze smo pripisali izraCunane
elektricne lastnosti ene enotske celice in numeriéne
izraCune poenostavili na raven homogenih modelov
tkiva, kjer so izracuni hitrej$i in preprostejsi.

<

(c)
Slika 1: Geometrija posameznih gradnikov plasti koze v
numeri¢nem modelu: a) keratinocita, b) korneocita in c) krogel
lipidov v papilarnem dermisu, s katerimi smo izracunali
ekvivalentne elektri¢ne lastnosti rozene plasti, epidermisa in
papilarnega dermisa. Prikazana je osmina enotske celice, saj so
bili zaradi simetrije bioloskih celic izracuni lahko narejeni na
osmini celic. Povzeto po [58].
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Pri elektroporaciji koze pride do dveh pojavov — v vrhnji
rozeni plasti nastanejo lokalna transportna obmocja
('luknje' s premerom do ve¢ sto mikrometrov), na
membranah celicah spodnjih plasti pa pore. Zaradi
elektroporacije se spremeni elektricna prevodnost vseh
plasti koZe, kar lahko opazujemo s tokovno-napetostnimi
meritvami. Pri elektroporaciji koze =z dolgimi
nizkonapetostnimi pulzi se spreminja velikost lokalnih
transportnih obmoc¢ij, saj Joulovo segrevanje povzroci
topljenje lipidov. Spremembo velikosti lokalnih
transportnih obmocij med nizkonapetostnimi pulzi smo
privzeli iz literature [61], kjer so $irjenje por izratunali iz
termi¢nega obnasanja lipidov. Obenem smo z
asimptotsko enacbo por [62] izraunali gostoto por na
celi¢nih membranah celic spodnjih plasti.

Ugotovili smo, da lahko dobro opisemo
elektroporacijo z dolgimi nizkonapetostnimi pulzi, ¢e
upostevamo spremembe prevodnosti posameznih plasti
koze. Modelirana in izmerjena [61] tok in napetost
vidimo na sliki 2.
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Slika 2: Z modelom elektri¢nih lastnosti koze smo opisali
tokovno-napetostne meritve pri elektroporaciji koze z
dolgimi nizkonapetostnimi pulzi. Povzeto po [58].

Nas model je primer ve¢nivojskega modela, ki je povezal
procese, ki se med elektroporacijo dogajajo na ravni celic
(nastanek por v celicni membrani), plasti v kozi
(nastanek lokalnih transportnih obmogij v roZeni plasti),
s tkivi (plasti koze) in celo organom (koza). Zgradili smo
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torej ne le vecnivojski model elektroporacije koze,
temve¢ smo v model vkljuéili mehanizme
elektroporacije. Mogoci nadgradnji modela sta merjenje
in dolocitev cCasovne odvisnosti Stevila lokalnih
transportnih obmocij v kozi ter njihove velikosti in
elektriéne prevodnosti, saj so vrednosti teh parametrov
trenutno le ocenjene. Podoben model bi lahko zgradili $e
za druga tkiva, ki jih pogosto zdravimo z elektroporacijo,
npr. jetra ali miSice.

2.5.2 Mehanisticni model transporta
kemoterapevtika v celice in po tkivih

Transport zaradi elektroporacije prek celi¢ne membrane
je posledica treh mehanizmov: difuzije [28],
elektroforeze [63] in endocitoze [64], na ravni tkiva sta
prisotna difuzija in konvekcijski transport po
intersticijskem prostoru, k transportu pa prispeva Se
limfni sistem. Znotraj tumorjev je transport v primerjavi
z drugimi tkivi dodatno otezen, saj imajo tumorji
abnormalno ozilje, povisan intersticijski tlak, Ki
pripomore K izpiranju zdravil iz tumorjev, in okvarjen
limfni sistem [65]. Pri zdravljenju tumorjev z
elektrokemoterapijo je pomembno, da je na tumorju
vzpostavljeno dovolj visoko elektriéno polje [66],
obenem pa mora v celice priti dovolj molekul
kemoterapevtika, da zagotovimo celi¢no smrt [67]. Pri
nartovanju posegov je torej poleg porazdelitve
elektricnega polja smiselno modelirati tudi transport
kemoterapevtika. Trenutno pri naértovanju posegov in
napovedovanju uspeSnosti zdravljenja upoStevamo le
izraun elektriénega polja, ne pa tudi transporta
kemoterapevtika v tumorske celice, kar lahko pripelje do
precenitve ucinkovitosti zdravljenja.

S ciljem, da bi upostevali transport kemoterapevtika
pri nadrtovanju posegov elektrokemoterapije, SmMO
zasnovali naslednji model. Zgradili smo numericen
model tumorja [68], kjer smo z modelom dvojne
poroznosti [38] izracunali koeficient prepustnosti celi¢ne
membrane v odvisnosti od parametrov elektri¢nega polja.
V numeri¢nem modelu tumorja smo s Kkoeficientom
prepustnosti izracunali transport po tumorju pri
elektrokemoterapiji ter rezultate modela primerjali z
meritvami  znotrajceliéne  mase  kemoterapevtika
cisplatina v podkoznih tumorjih na misih. Upostevali
smo tudi, da je v tkivu zaradi blizine celic, visokega
volumskega deleza celic ter prisotnosti celiCnega
matriksa za transport na voljo manjSa povrSina
membrane. Ugotovili smo, da se rezultati modela dobro
ujemajo z meritvami. Prostorska koncentracija
kemoterapevtika v tumorju eno uro po dovedenih
elektri¢nih pulzih je nehomogena (slika 3), kar lahko
vpliva na uéinkovitost zdravljenja, ¢e je v doloCenem
delu tumorja koncentracija prenizka. Na§ model ponuja
korak naprej pri modeliranju transporta po elektroporaciji
tkiv, upoStevajo¢ transport na ravni ene celice. S tem
modelom bi lahko zmanjsali Stevilo poskusov ter
napovedali ali izboljSali u¢inkovitost zdravljenja pri
elektrokemoterapiji. Z modeli transporta
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kemoterapevtikov po tumorju bi lahko parametre
zdravljenja optimizirali tako, da bi dosegli Zeleno
znotrajceli¢no koncentracijo cisplatina oz. tocno Stevilo
molekul v posameznih celicah. Mogo¢i nadgradnji
modela sta vkljuéitev konvekcijskega transporta v
tumorju in modeliranje zaCetne porazdelitve cisplatina po
intratumorski injekciji, za izbolj$anje natan¢nosti modela
pa bi potrebovali Se natanéne meritve prostorske
porazdelitve cisplatina v tumorjih pred elektroporacijo in
po njej ter meritve hitrosti vezave cisplatina na druge
netaréne molekule.
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Slika 3: TzraCunana porazdelitev a) znotrajceli¢ne in b)
zunajceli¢ne koncentracije cisplatina v tumorju v mol/m3,
Koncentracija obeh je najvi§ja v sredini tumorja, saj je bil
cisplatin doveden intratumorsko, nato pa postopoma upada do
roba tumorja. Zaradi simetrije problema smo lahko modelirali
le osmino tumorja. Povzeto po [68].

3 SKLEP

Modele elektroporacije uporabljamo za opis in
preverjanje svojega znanja ter razumevanja pojava,
zmanjSevanje Stevila potrebnih poskusov, povecanje
ucinkovitosti terapij ter njihovo optimizacijo in
nacrtovanje. Ker modeli omogocajo strnjen opis
elektroporacije, je smiselno dopolnjevati in nadgrajevati
obstojece ter razvijati nove. Osnova za dobre modele so
dobre meritve, zato je v prihodnosti treba izboljsati
obstojece meritve, povecati njihovo §tevilo in nacrtovati
nove. Eden od problemov obstoje¢ih modelov
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elektroporacije je namre¢ ravno pomanjkanje meritev.
Nekateri obstoje¢i modeli so izjemno kompleksni,
vrednosti njihovih parametrov so ve¢inoma le ocenjene
na velikostni razred. Z optimizacijo parametrov modelov
lahko torej najdemo ve¢ lokalnih minimumov, ne pa
nujno globalnega.
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