UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA ELEKTROTEHNIKO

PODIPLOMSKI STUDIJ ELEKTROTEHNIKE
MAGISTRSKA NALOGA

PORAZDELITEV ELEKTRICNE POLJSKE JAKOSTI V
PODKOZNEM TUMORIJU PRED IN PO
ELEKTROPORACII CELIC

Natasa Pavselj

mentor: prof. dr. Damijan Miklav¢ic¢

LJUBLJANA, 2002






Kazalo

POVZETEK 1
ABSTRACT 3
1. UVOD 5
2. TEORETICNE OSNOVE 7
2. 1. TOKOVNO POLJIE ..oeeoeee et ettt eeeet et s eee e s et e s e e s eeeeee et ee e seeeeeeeeeee et s eeeeeseeseeeeeesseeaeeeanenees 8
2.2. METODA KONCNIH ELEMENTOW .....ooeeeeeeeeeee e e ee e e e s eaees e e e e v s s ses e e eesese s s seseseseeeesesseseseeen 11
220, PROGRAM EMAS ..o et 17
2.3. MODEL PODKOZNEGA TUMORITA ... oo ee e eeeee e e e e s s e e e e s s s s seseseeeesesesesesesaeen 18
3. ELEKTRICNE LASTNOSTI BIOLOSKIH TKIV 21
3.1. SNOV VELEKTRICNEM POLIU ... e et e s ee et s s s s s eeeseseseseseseseseeeesnenens 21
3.1.1. PREVODNIK V ELEKTROSTATICNEM POLJU ..........ooeoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 21
3.1.2. IZOLATOR — DIELEKTRIK V ELEKTROSTATICNEM POLJU ......ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e, 22
3.1.3. BIOLOSKI MATERIAL V TOKOVNEM POLJU ........oossoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 23
3.2. MERITVE BIOLOSKIH MATERIALOV .....ooioteeeeeeeeee et e et e e eeteeee s seseeeeeeeeeeseseseseseseseesesenens 26
3.2.1. ANIZOTROPNOST BIOLOSKIH MATERIALOV ..o, 27
3.2.2. POLARIZACIJA ELEKTROD (IZBIRA MERILNE TEHNIKE)............cccocoooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeesesee, 27
3.2.2.1. 2-ELEKTRODNE MERITVE
3.2.2.2. 4-ELEKTRODNE MERITVE
3.2.3. SPREMEMBE TKIVA PO SMRTI..........oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 28
324, OSTALIDEJAVNIKI ..........cooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e, 29
3.3. DIELEKTRICNE LASTNOSTI TKIV ...t teeeeeeee et eeeeeeeeese s eeeeeeseseeteseseeseseessesesesesaensesesesessseseseenns 29
3300, TUMOR ... et 30
3.3.20 MASCOBA .ot 32
3.3.30 MISTCA .ottt 35
3304 KOZA oottt 38
3.3.4.1. STRATUM CORNEUM ... eeeeeeee oo eee e eeeee s e s eesees s es e esseesseess e ss e sesaeeseses e eeseesseesseesseess e seseeeseseees 41
3.3.4.2. NIZJE LEZECE PLASTI - EPIDERMIS, DERMIS ..ottt eee s eseeeeeeeeeeesnesan 41
30305, KOST oo, 42
3.3.6. OBMOCJA VREDNOSTI DIELEKTRICNIH KONSTANT OBRAVNAVANIH TKIV ..o, 43
4. POTEK ELEKTROPORACIJE V MODELU 45
4.1. PORAZDELITEV ELEKTRICNEGA POLJA PRED ELEKTROPORACIIO ... 45
4.2. DOGAJANJE V TKIVU MED ELEKTROPORACIIO ... oo e eenseseseeeeen 47
4.2.1. SEKVENCNA ANALIZA V EMAS-U.......oeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 48
4.3. DOLOCITEV PRAGOVNIH VREDNOSTI EL. POLJA IN SPREMEMB PREVODNOSTT ......oovveee... 50
B30 MISTCA oottt ettt ettt ettt ettt 51
4.3.1.1. MERITVE NA PODGANAH ....cooooeiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e eeeeeaaaaaaaaes 51
4.3.1.2. MODEL V EMAS U cvoreeeeeeeeee e oo ees s e s ee e eseeesaese s esseeeseses e se e eeseseseses e eesesesaeessesesesaeeseseseseseeessesesenseens 52
4.3.2. KOZNA GUBA ..ottt ettt ettt 56
4.3.2.1. MERITVE NA PODGANAH .....ooooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 56
4.3.2.2. MODEL V EMASU 1ot e oo ees s e s se e eseeesaese e sseeeseses e se s eeseseseses e eesesesaeesseseeesseesesesasesesessesenenseens 57
4330 TUMOR........ccoooooooooococee e 61
4.3.3.1. MERITVE NA MISTH .....ooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt e e eaaees 61
4.3.3.2. MODEL V EMASU 1o e e e e e e e s e e se e s e e ee e e s ee s e s ee s ees s s e s ee e ee e e seeeseesseeseneeseens 63
4.3.4. PODKOZNO MASCEVJIE. ... oottt ettt ettt 66
4.3.5. FUNKCLJE POTEKOV ELEKTROPORACIJE ZA VSA TKIVA....ooosooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 66



5. PARAMETRIZACIJA

5.1. ZACETNE VREDNOSTI SPECIFICNIH PREVODNOSTI TKIV.......oovviieieeieeeeciseeees e

5.2. NACIN POTEKA ELEKTROPORACIJE.
5.3. SPREMEMBA GEOMETRIJE MODELA

6. RAZPRAVA IN ZAKLJUCKI

LITERATURA

71

71
76
71

81

85



Povzetek

Ce celico ali skupek celic oziroma tkivo izpostavimo elektricnemu polju, to na celini
membrani  povzro¢i neenakomerno transmembransko napetost, ki je sorazmerna
elektricnemu polju. Ko vsiliena transmembranska napetost preseze neko pragovno vrednost,
se povela prepustnost membrane in nekatere ve¢je molekule laZje vstopajo v celico.
Reverzibilno povecanje prepustnosti celi¢cne membrane pod vplivom elekiri¢nega polja
imenujemo  elekfropermeabilizacijo.  Uporablijomo  jo  pri genski  transfekciji,
elektrokemoterapiji, vnosu zdravilnih ucinkovin preko koZe. Celitna membrana se
permeabilizira pri pragovni vrednosti transmembranske napetosti, le-ta pa nastopi pri
pragovni vrednosti jakosti zunanjega elektri¢nega polja. Ob tem se spremeni tudi specifi¢na
prevodnost tkiva, le-ta se povela, kar lahko uporabimo kot pokazatelj stopnje oziroma
poteka elektroporacije v tkivu. Z visanjem elektri¢nega polja pa se povecuje tudi dele? celic,
ki se zaradi previsokega polja trajno poskodujejo. Zato Zelimo, da je jakost elektri¢nega polja
med reverzibilnim in ireverzibilnim pragom permeabilizacije.

Potek elektroporacije smo prou¢evali na matemati¢nem modelu podkoZnega tumoria
malih Zivali, ki smo ga zgradili s komercialnim programom EMAS z metodo kon¢&nih
elementov. Pri gradnji modela smo se opirali na literaturo in rezultate meritev, s pomo¢jo
katerih smo dobili podatke o specifitnih prevodnostih posameznih tkiv, ki nastopajo v
modelu, pragovnih vrednostih elektri¢nega polja, pri katerih nastopi elektroporacija, ter
spremembah specifi¢nih prevodnostih za vsako tkivo posebe;.

Dokon¢no zgrajen model smo primerjali z rezultati meritev na podkoZnih tumorjih in
ugotovili dobro ujemanije reakcijskih tokov skozi model in rezultatov meritev na realnih
objektih. Preizkusili smo tudi vpliv spremembe nekaterih parametrov modela, kot so zacetne
vrednosti specifi¢nih prevodnosti tkiv, potek elektroporacije med reverzibilnim in ireverzibilnim
pragom, ter spremembe v geometriji modela, na izhod modela, torej na porazdelitev
elektricnega polja in reakcijskih tokov skozi model na koncu procesa elektroporacije.
Ugotovili smo, da imata najvedji vpliv na izhod modela zunanji plasti koze in mas¢obe z
najnizjimi vrednostmi specifi¢ne prevodnosti, na izhod vplivata tako sprememba njunih
zaletnih prevodnosti, kot tudi sprememba njune geometrije. Vpliv ostalih tkiv je manisi, prav
tako vpliv spremembe nacina poteka elekiroporacije med reverzibilnim in ireverzibilnim
pragom permeabilizacije.
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Abstract

When electric field is applied to a cell or cell system, a non-uniform transmembrane
potential is induced in the exposed cells. If the induced transmembrane potential is above the
threshold value, cell membrane becomes permeabilized and thus more conductive.
Reversible increase of the cell membrane permeability caused by the electric field is called
electropermeabilization.  Electropermeabilization is  used in gene transfection,
electrochemotherapy and transdermal drug delivery to increase the uptake of some
molecules into the cells. The cell membrane is permeabilized when the threshold
transmembrane potential is reached, thus when the external electric field is above the
threshold value. The specific conductivity of the tissue increases when permeabilized, which
can be used as an indicator of the level of the electropermeabilization in the tissue in
question. Unfortunately the portion of the cells that suffer permanent damage is increased by
increasing the electric field. Therefore we want the electric field to be between the reversible
and irreversible permeabilization threshold.

We studied the course of the tissue permeabilization on the mathematical model of a
subcutaneous tumor on small animals. The model was built with the commercial program
EMAS which uses the finite elements method. We built the model using the literature data
about the fissue specific conductivities and some experimental results about the reversible and
irreversible electric field threshold values and the conductivity changes in the tissues.

The results obtained with the model were then compared with the experimental results
from experimental subcutaneous tumors. We established good agreement of the model
reaction currents and the reaction currents that were measured in experiments. We also
looked into what effects do changes of some model parameters have. We were changing
parameters such as initial specific tissue conductivities, electroporation course parameters
between reversible and irreversible electric field threshold, and the geometry changes. We
were studying changes in the electric field distribution and reaction currents through the
model at the end of the electroporation process. We established that both, the change of the
specific conductivity and the change in geometry of the outer layers of skin and the
subcutaneous fat have the most profound effect on the output of the model. The effect of
other tissues is much smaller, as well as the effect of the electroporation course parameters.
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1. UVOD

Elektroporacija je pojav, pri katerem zaradi prisotnosti  Ze kratkotrajnega
visokonapetostnega elekiri¢nega pulza v celi¢ni membrani nastanejo strukturne spremembe,
najveckrat jih imenujemo kar "pore". Ob zadostnem Stevilu le-teh in njihovi ustrezni velikosti
se povela prepustnost celicne membrane. To povedanje prepustnosti membrane —
permeabilizacija  omogodi ionom, majhnim molekulam, zdravilnim u&inkovinam in
makromolekulam, za katere je sicer celitna membrana neprepustna ali slabo prepustna,
neposreden vstop v celiéno notranjost. Sprememba prepustnosti je reverzibilna, ob dovolj
visokem elektri¢cnem polju pa je lahko ireverzibilna (celica odmre) [1].

Elektropermeabilizacijo uporablijamo pri genski transfekciji, elektrokemoterapiji in vnosu
zdravilnih ucinkovin preko koze. V celi¢no membrano lahko z njeno pomodjo vstavljamo
beljakovine, preuujemo aktivnosti encimov in vivo, vnadamo v celice specifi¢ne inhibitorje
znotrajceli¢ne encimske aktivnosti ter preucujemo celi¢no signalizacijo preko nadzora
koncentracije ionov v citosolu [2].

Prepustnost celicne membrane nastopi pri pragovni vrednosti transmembranske
napetosti. Vecinoma prevladuje mnenje, da zna$a pragovna vrednost transmembranske
napetosti  priblizno 1V, omenjajo pa tudi niZje vrednosti (200 mV). Pragovna
transmembranska napetost pa seveda zahteva pragovno vrednost jakosti zunanjega
elektri¢nega polja. Visja kot je jakost elekiriénega polja, vel celic je permeabiliziranih [3],[4].

Elektroporacija je odvisna od prevodnosti medija, parametrov pulzov ter od velikosti,
oblike, orientacije in gostote celic. Najpomembnejsi parameter je elekiri¢na poljska jakost, ki
na celiénih membranah povzrodi transmembransko napetost. Ko se pri¢ne povelevati
prepustnost membrane, se vnos molekul povecuje z visanjem elekiri¢ne poljske jakosti in hitro
doseZe najvecjo vrednost. Toda hkrati se poveluje tudi dele? celic, ki jih moc¢no elektri¢no
polie uni&i. Kadar je elektri¢na polijska jakost zelo velika, elektroporacije ne prezivi nobena
celica.

Pred, med in po elekiroporaciji se elekiricne lastnosti tkiva spremenijo.
Elektroporiranemu tkivu se poveca specifi¢na prevodnost, skozenj stece vi§ji tok, porazdelitev
elektri¢nega polja v tkivu je drugacna kot na zacetku. Porazdelitev elekiri¢ne poljske jakosti je
torej pomembna, ¢e Zelimo raziskovati potek elektroporacije v tkivu [5],[6]. V pri¢ujo¢em delu
smo zgradili matemati¢ni model podkoznega tumorja malih Zivali (podgana, mi$) in na njem
preucevali potek elektroporacije pri elekirokemoterapiji. Matematiéni model smo uglasili s
pomod&jo eksperimentalnih  podatkov o poteku elektropermeabilizacije, spremembe
specifi¢nih prevodnosti in reakcijskih tokovih skozi posamezna tkiva.
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S tako zgrajenim modelom podkoinega tumorja lahko preudujemo potek
elektroporacije v tkivu in preizku§amo vpliv spremembe nekaterih parametrov modela na
izhod modela, torej na porazdelitev elekiri¢nega polja in reakcijskih tokov skozi model med
potekom in na koncu procesa elektroporacije. Ti parametri so recimo vrednosti specifi¢nih
prevodnosti posameznih tkiv (v literaturi namre¢ najdemo Siroka obmodja vrednosti za
posamezna tkiva), potek elektroporacije med reverzibilnim in ireverzibilnim pragom
permeabilizacije tkiva, ter spremembe v geometriji modela, saj vemo, da je pri meritvah na
realnih objektih, torej pri poskusih na Zivalih, natanéna ponovljivost geometrije skoraj
nemogoca.

lzra¢un elekiri¢nega polja in reakcijskih tokov v tkivih smo realizirali z numeri¢no
metodo koncnih elementov. Pri delu smo uporabljali komercialni program EMAS (Ansoft,
Pittsburgh, PA, USA) [7]. Metoda kon¢nih elementov (FEM — angl. finite elements method)
reuje parcialne diferencialne enacbe z razdelitviio modela na manij$e elemente, na katerih
aproksimira iskano veli¢ino z neko funkcijo. Konéni elementi so lahko razli¢nih oblik in
velikosti, zato lahko tako modeliramo kompleksne geometrije [8].

V drugem poglavju so na kratko podane teoreti¢ne osnove tokovnega polja in metode
kon¢nih elementov, opisan je program EMAS in osnovna geometrija modela podkoZnega
tumorja.

V tretiem poglaviju so zbrani podatki o specifi¢ni prevodnosti in relativni dielektri¢nosti
razli¢nih bioloskih tkiv, ki nastopajo v nasem modelu. V literaturi namreé zasledimo $irok
spekter vrednosti obeh snovnih konstant, zato smo naredili pregled literature na tem
podro&ju. Razlike med rezultati merjenj razli¢nih raziskovalcev so posledica $tevilnih faktorijev,
zato smo poizku$ali iz mnoZice podatkov izlu§&iti najbolj reprezentativne.

V &etrtem poglavju opisujemo potek ugladevanja matemati¢nega modela podkoznega
tumorja, torej dolocevanje pragov elekiroporacije v posameznih tkivih in spremembe
specifi¢nih prevodnosti, tako da se odzivi modelov meritev na posameznih tkivih kar najbolje
ujemajo z rezultati meritev na tkivih, ki jih obravnavamo.

Peto poglavie je namenjeno parametrizaciji modela, torej ugotavljanju, kateri izmed
parametrov modela imajo najvedji vpliv na njegov odziv.

V Sestem poglavju povzemamo glavne ugotovitve tega dela.
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2. TEORETICNE OSNOVE

Modelski izrac¢uni porazdelitev elekiri¢nih tokov in elekiromagnetnih polj znotraj
biologkih sistemov predstavljajo v zadnjih desetletiih  pomembno podrodje v Studijah
bioelekiromagnetike. So relativno preprosto, a ucinkovito orodje za analizo in razlago
kompleksnih dogajanj v bioloskih sistemih. Z modelskimi izracuni porazdelitve elektri¢nih
tokov in elektromagnetnih polj lahko ovrednotimo razli¢ne stimulacijske pogoje (velikosti
tokov oziroma napetosti, velikosti in smeri polj, geometrijo elektrod,...). Eksperimentiranje na
modelih je namre¢ laZje kot na realnih bioloskih sistemih, kjer v nekaterih primerih sploh ni
mozno oziroma je nedopustno. Spreminjanje vzbujanja je poenostavlieno, saj gre le za
spremembe robnih oziroma zacetnih pogojev na istem modelu, le zagetna faza - izgradnja
modela - zahteva precej ¢asa in natancnosti. Dober model, verificiran z rezultati meritev, pa
zato nudi zelo Siroke moZnosti. Ves ¢as pa se moramo zavedati dejstva, da imamo opravka z
zelo poenostavljeno sliko realnih razmer. Modelski izrac¢uni tako ne morejo nadomestiti
eksperimentalnega dela, ampak sluZijo kot vir dodatnih informacij za osvetlitev dogajanj in
nalrtovanije eksperimentov [6],[9]-[11].

V zaletnem obdobju so prevladovale analiti¢cne metode izracunov elekiri¢nih velic¢in
znotraj biologkih struktur. Cilj prvih $tudij je bilo predvsem modeliranje endogenih elektri¢nih
pojavov ter izracun rezultirajodega elektri¢nega polja oziroma takoimenovanega direkinega
problema. Analiti¢ni izracuni so precej zahtevni in omogocajo le obravnavo modelov, pri
katerih lahko geometrijo, snovne lastnosti ter robne pogoje analiti¢tno opisemo v izbranem
koordinatnem sistemu (pravokotnem, kroznovalinem ali krogelnem). Nehomogenosti in
anizotropnosti materialov, ki jih je moZno izraziti v izbranem koordinatnem sistemu, sicer
lahko pretvorimo z ustreznimi koordinatnimi transformacijami in obravnavamo kot izotropni
problem, a so na ta nadin dobliene enacbe $e bol| zapletene. Zaradi vseh teh lastnosti s
tovrstnimi modeli najvec¢krat ni moZno dovolj dobro predstaviti oblik in lastnosti biolokih
sistemov.

V zadnjih desetletjih se vecina modelskih izra¢unov izvaja na digitalnih ra¢unalnikih. K
temu je pripomogla predvsem miniaturizacija in pocenitev ra¢unalniske strojne opreme.
IzboljSane zmoZnosti racunanja so zaradi hitrejega izvajanja operacij ter povecanih
pomnilniskih zmoZnosti omogocile obravnavo kompleksnih biologkih sistemov. Razvoj in
dostopnost ucinkovite programske opreme sta omogocila razmah podro¢ja numeri¢nih
metod. Za velino tovrstnih metod je znadilno, da model diskretiziramo oziroma razdelimo na
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manijde enote, kjier so racunane veli¢ine konstantne ali pa se spreminjajo po nekih vnaprej
dolo&enih funkcijah. Za vsak tak gradnik potem postavimo enacbo, ki opisuje iskano veli¢ino
in je odvisna od uporabliene numeri¢ne metode (metoda konénih diferenc, metoda konénih
elementov, metoda robnih elementov,...) ter je soodvisna od vrste diskretizacije prostora
(mreza tock, konénih elementov ali robnih elementov). Na ta nacin dobimo sistem enacb, ki
ga zapidemo v matri¢ni obliki. Matri¢no enacbo lahko redujemo direkino z radunanjem
inverzne matrike ali z eno od drugih metod direkinega redevanija sistemov enacb. Pri matrikah
velikih dimenzij pa je bolj uéinkovita (in zaradi omejenosti pomnilnikov veckrat tudi edina
moZna) uporaba ene od S$tevilnih iterativnih metod. Vecina numeri¢nih metod dopuica
modelsko aproksimacijo poljubne geometrije. Stevilne omogodajo tudi  modeliranie
nehomogenosti in anizotropnosti materialov ter razli¢nih robnih pogojev in vzbujani.

2.1. TOKOVNO POLIJE

Elektri¢no dogajanije pri vzbujanju bioloskih tkiv z enosmernim elektri¢nim tokom lahko
oznac¢imo kot kvazistacionarno. Za snovi, katerih materialne lastnosti ustrezajo elektri¢nim
prevodnostnim lastnostim bioloskih tkiv oziroma organov, kjer dimenzije ne presegajo 1m in
frekvence elektri¢nega polja niso visje od 1kHz, namre¢ lahko v izbranem ¢asovnem trenutku
elektricno dogajanije, ki je posledica od zunaj dovedenega elektri¢nega toka, opidemo z
enacbami za stacionarno stanje. Elektri¢no polie obravnavamo kot ¢asovno nespremenljivo
oziroma zanemarimo kapacitivne in induktivne ucinke ter kon&no hitrost prevajanija
elektri¢nega toka v bioloskem tkivu [6].

Elektri¢no polje pri vzbujanju bioloskih tkiv oziroma organov s konstantnim enosmernim
elektriénim poliem tako lahko opisemo kot tokovno polie v prevodniku. Zanj velja, da ni
izvorno polje, elekiri¢ni tok je namre¢ vedno sklenjen (nima izvorov oziroma ponorov), kar
opisuje naslednja enacba:

§J-ds=o0, (2.1)

kier je S sklenjena ploskev, ki objema prostornino ¥, J pa predstavlja vektor gostote
toka (enota: A/m?). Zanj velja Ohmov zakon, ki se v diferencialni obliki glasi:

J=y-E, (2.2)
pri Cemer je E vektor elekiri¢ne poljske jakosti (enota: V/m), ki povzro¢a nastanek toka
v snovi (gibanje prostih naelektrenih delcev).
Elektri¢na poljska jakost je definirana kot negativni gradient potenciala u (enota V):
E=-Vu, (2.3)

y pa predstavlja specifitno prevodnost snovi (enota S/m) in je v najsplo$nejdem
primeru anizotropnega prevodnika tenzor:

Voo Vo Ve
}/ = 7yx yyy }/yz (24)
Ve Vo Ve
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Ce je prevodnost materiala mo¢ opisati v kartezitnem koordinatnem sistemu in se
spreminja le v smereh osi koordinatnega sistema ter je tako elektri¢no poljsko jakost kot tudi
gostoto toka mogoce opisati v istem koordinatnem sistemu, so vsi izvendiagonalni elementi
enaki ni¢ in gornja matrika postane diagonalna:

V. O 0
y={0 y», 0 (2.5)
0 0 7.

Pri anizotropnih biologkih tkivih (skeletna in sréna misica) se prevodnosti spreminjajo le
v dveh smereh: v smeri vzdolZ miSi¢nih vlaken oziroma longitudinalno ter v smeri pre¢no
glede na potek vlaken - transverzalno. Ce je migi¢no tkivo orientirano vzdol? ene od osi
obravnavanega koordinatnega sistema, sta v gornji matriki dva elementa, ki oznalujeta
prevodnosti pre¢no glede na potek vlaken, enaka. Obravnava anizotropij se $e bolj
poenostavi, ¢e problem lahko obravnavamo v cilindri¢nem koordinatnem sistemu.

V literaturi nekateri avtorji namesto specifi¢ne elektri¢cne prevodnosti ¥ uporabljajo
njeno inverzno vrednost oziroma specifi¢no elekiri¢no upornost p=1/y (enota: Qm).

Prestopna pogoja tokovnega polja na meji dveh prevodnikov 1 in 2 sta naslednja:
Jnl = Jn2/ (26)

kier sta J,, in J,, normalni komponenti gostote toka v snoveh 1 in 2, in:
E,=E,, (2.7)

kier sta E,, in E,, tangencialni komponenti elekiri¢ne poljske jakosti.

Razmere na meji med prevodnikom in dielektrikom so nekoliko drugaéne. Vzemimo, da
z indeksom 1 oznadujemo koli¢ine v dielektriku, z indeksom 2 pa v prevodniku. Ce v
prevodniku ni toka, elektri¢no polje opisujejo enacbe za elektrostatiko. Elektri¢na poljska
jakost v prevodniku je enaka ni¢. Na povriini prevodnika je ploskovno porazdelijena elektrina
z gostoto & (enota As/m?). Na meji med prevodnikom in dielektrikom sta od ni¢ razli¢ni le
normalna komponenta vektorja elekiri¢ne poljske jakosti:

Jo— (2.8)

nl
&

kier je &, dielektri¢nost snovi 1 oziroma dielekirika (enota As/Vm), in normalna
komponenta vektorja gostote elekiri¢nega pretoka D (enota As/m?):

D, =0 2.9

n

Razmere se spremenijo v primeru, ko je v notranjosti prevodnika tokovno polie z
gostoto toka J, . Iz konzervativnosti elekiri¢nega polja (enacba (2.7)) in Ohmovega zakona
(enacba (2.2)) sledi:

L _ e (2.10)
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Ce upostevamo, da je snov 1 idealen dielekirik, je njegova specifiéna prevodnost 7,
enaka ni¢, v idealnem dielekiriku pa je tudi gostota toka J, enaka ni¢. Ker imata v
prevodniku tako specifi¢éna prevodnost 7, kot tudi gostota toka J, kon&no vrednost, je
gornjo enacbo bolj smiselno zapisati kot:
_ Jin
=

E (2.17)

t1

Elektri¢no polje torej ni ve¢ normalno na povrSino prevodnika, ampak prestopa mejo
pod kotom «, katerega tangens je enak:
E

tga = Etl . (2.12)

nl

Delovno oziroma Joulsko moé, ki predstavlja toplotne izgube zaradi trkov prostih
nosilcev nabojev v strukturo snovi, definira Joulov zakon, ki se v diferencialni obliki glasi:

P - .
p="r=J-E. (2.13)

Pri tem p predstavlja gostoto prostorsko porazdeliene modi na enoto prostornine
(enota: W/m?).

Enacbo za tokovno polje lahko zapisemo samo s potencialom. Enac¢bo (2.1) zapidemo
najprej v diferencialni obliki:

V-J=0. (2.14)
Ob upostevanju Ohmovega zakona (enacba (2.2)) dobimo:
V(y-E)=0. (2.15)
Uporaba definicije elektri¢ne poljske jakosti (ena¢ba (2.3)) pa nam da naslednjo zvezo:
V-(y - (-vu)=0. 2.16)

V primeru izotropne, homogene snovi (¥ je konstanta) se dobliena enacba poenostavi v
Laplace-ovo diferencialno enacbo:

Viu=0, (2.17)
oziroma:

v? é’zu+é’2u o%u
u=—-

na podrodju V', (2.18)

ki sodi v skupino parcialnih diferencialnih enacb elipti¢nega tipa. V splo§nem nam
skupaj z robnima pogojema:

u=1u, na robu S, (2.19)

in odvodom u v smeri normale na rob podro¢ja:
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=—=gq, na robu S, (2.20)

definira me$an ali Robinov problem. Pri tem je:
S=S +8, (2.21)

robna ploskev podrogja V. V primeru, ko je podan samo prvi robni pogoj (enacba
(2.19)), imamo Dirichletov, v primeru, ko je na robu znan samo normalni odvod (ena¢ba
(2.20)), pa Neumannov problem. Laplace-ovo enac¢bo lahko redujemo andliti¢no ali z
uporabo ene od numeri¢nih metod. Do enostavnih analiti¢nih resitev pridemo samo v
primerih, ko lahko geometrijo, nehomogenosti in anizotropnosti materialov ter robne pogoje
opidemo v izbranem koordinatnem sistemu (kartezi¢nem, cilindricnem ali sferi¢nem). V
nasprotju s tem numeri¢ne metode reSevanja vec¢inoma omogocajo aproksimacijo poljubnih
oblik in robnih pogojev. Pri vecini metod je mozno definirati poljubne nehomogenosti
materiala in pri nekaterih tudi anizotropnosti. Za vecino biologkih sistemov so znadilne
zapletene in nepravilne geometrije ter nehomogenosti in anizotropnosti materialov, kar kaze
na primernost uporabe numeri¢nih metod v tovrstnih $tudijah.

2.2. METODA KONCNIH ELEMENTOV

Metoda konénih elementov se je v nasih predhodnih $tudijah izkazala za zelo ucinkovito
pri $tevilnih izra¢unih porazdelitve elekiri¢nega polja znotraj biologkih struktur [9]. Bistvo
metode je v razdelitvi modela v manjSe sestavne dele - koncne elemente, za katere
predpostavimo, da lahko v njih iskane veli¢ine opiemo s preprostimi funkcijami. Na zacetku
analize moramo problem, ki ga Zelimo resiti, opisati z ustreznimi enacbami. Sledi izbira
veli¢in izra¢una. Ta korak je zelo pomemben, saj po eni strani vpliva na pogojenost
problema in s tem na kompleksnost izrac¢una, po drugi strani pa mora biti iz izbranih veli¢in
izra¢una mozno izralunati vse ostale iskane veli¢ine. V primeru elekiromagnetnih izra¢unov
so se kot zelo primerna veli¢ina izrac¢una izkazale potencialne funkcije.

Naslednji korak je razdelitev modela na konéne elemente. Iskane veli¢ine se znotraj
elementov spreminjajo kot funkcije polinomov niZjega reda, odvisno od vrste elementa.
Materialne lastnosti pa so znotraj elementov homogene. Postavitev mreze konénih elementov
v modelu predstavlja najpomembnej$i del analize. Ker za ta del modeliranja doslej ne
poznamo ustreznih pravil oziroma navodil, je ta faza mo&no odvisna od izkudenj uporabnika.
V podrogjih, kijer pri¢akujemo dinami¢no spreminjanje ra¢unanih veli¢in, je ponavadi
potrebno postaviti gostejSo mrezo, prav tako tudi v podrogjih, kjer nas porazdelitve
elektri¢nega polja e posebej zanimajo. MreZa naj bo gostej$a tudi v podrogjih okrog meje
med dvema materialoma, katerih snovne lastnosti se mo¢no razlikujejo. Slabo postavliena
mreZa kon¢nih elementov je najpogostej$i vzrok za slab izra¢un, zato je treba temu koraku
posvetiti $e posebno pozornost. Eden od najosnovnej$ih postopkov preverjanja modela, ki ga
obi¢ajno opravimo v samem zacetku $tudije, je gostitev mreZe v opazovanih podrocjih (na
primer znotraj tumorja). Ce se pri gostej$i mrezi rezultati bistveno ne spremenijo, je gostota
mreze ustrezna.

Za vsak na ta nacin definiran element moramo zapisati enacbo za izra¢un neznane
veli¢ine. Poznamo ved pristopov k matemati¢ni izpeljavi teh enac¢b. Za Galerkinov postopek
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ie znacilna vpeljava uteznih funkcij. Pri pristopu z uporabo variacijskega raluna pa je
bistvena vpeljava funkcionala, ki ga Zelimo minimizirati. Funkcional lahko izberemo tako, da
ima nek fizikalen pomen oziroma predstavlja navidezno delo sistema. Rezultat tega dela
analize so, ne glede na uporabljen pristop, linearne enacbe za iskane veli¢ine za vsak konéni
element. |z tako dobljenih enacb sestavimo sistem linearnih enacb, ki ga uredimo v matri¢ni
zapis in re§ujemo z numeri¢nimi metodami.

Sistem Maxwellovih enacb predstavlja skupaj z ena¢bami za prestopne pogoje in
dopolnilnimi  enac¢bami najsplosnej$i opis elektromagnetnega dogajanja v snoveh. V
integralni obliki je to naslednii sistem [6]:

I - oD . I

H-dl = . Y —)- V x D)- 2.22
f dl {(7.]+p v+‘§t)dS+f(vx )-dl , (2.22)
R B - ¢ _ - -
waﬂ=-£;5~dS+®yxBydz, (2.23)
§D-aS=[pav, (2.24)
S 14

dS=0. (2.25)

s o)
o]
}

Il

V diferencialni obliki pa se sistem glasi:

VxH=J+D, (2.26)
VxE=-B, (2.27)
V-D=p, (2.28)
V-B=0. (2.29)

Direktno redevanje sistema Maxwellovih enac¢b z izradunom vektoriev E in B ima
naslednje pomanikljivosti:

Stevilo neznank je vedje, kot je dejansko potrebno, saj moramo za vsak vektor
izracunati tri komponente. Tako imamo 6 neznank in samo 4 enacbe.

Druga pomanikljivost sta prestopna pogoja, ki morata biti izpolnjena na meji dveh
snovi:

D, =D,, (2.30)

nl

kier sta D, in D,, normalni komponenti gostote elekiri¢nega pretoka v snoveh 1 in 2.
Enac¢ba (2.30) mora biti izpolnjena, ker na meji snovi ni ploskovno porazdeljenih elektrin.

Drugi prestopni pogoj pa se glasi:
H,=H,, (2.317)

kier sta H,, in H,, tangencialni komponenti jokosti magnetnega polja v snoveh 1 in 2.
Ta pogoj mora biti izpolnjen, ker na meji snovi ni ploskovne gostote toka.
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Pri vsakem reSevanju sistema Maxwellovih enac¢b z izra¢unom E in B moramo te
robne pogoje upostevati na vsaki meji dveh podrodij, kar pri metodi kon¢nih elementov
pomeni na robovih vsakega elementa. Ta zahteva predstavlja veliko breme za numeri¢ni
izracun.

Pomanikljivost izbire E in B za neznani spremenljivki pri izradunu je tudi dejstvo, da ti
veli¢ini lahko zavzameta neskonéne vrednosti na ostrih robovih dologenih snovi. Neskon&ne
vrednosti (singularnosti) pa predstavljajo resen problem pri numeri¢nih izracunih z digitalnimi
rac¢unalniki.

Da bi se izognili navedenim problemom, so raziskovalci s podrogja numeri¢nih
izratunov v elektromagnetiki vpeljali funkcije potenciala. Ker je po enacbi (2.29) divergenca

B vedno enaka 0, predstavlia B takoimenovano solenoidalno polie, za katera velja, da jih
lahko izrazimo kot rotor nekega drugega vektorskega polja. Na podlagi te lastnosti vpeliemo

vektorski potencial 4 :
B=VxA4. (2.32)

Elektricno poljsko jakost lahko izrazimo z na ta nacin definiranim vektorskim
potencialom A, ki predstavlja magnetni vektorski potencial, in skalarnim potencialom u :

E=-Vu-4. (2.33)

Zaradi poenostavitve enacb pri analizi s konénimi elementi vpeliemo novo obliko
skalarnega potenciala, ki je definirana kot ¢asovni integral u :

v =[udt. (2.34)

Enacba (2.33) se tako spremeni:
E=—Vy—4. (2.35)

Vpeljava nekonvencionalnega skalarnega potenciala w ima za posledico simetri¢nost
in poenotenje ter poenostavitev zapisa elekiromagnetnih veli¢in pri analizi s kon&nimi
elementi. Tri komponente vektorskega potenciala 4 in nekonvencionalni skalarni potencial
w predstavljajo neznane velicine, ki jih Zelimo izradunati v primeru splonega
elekiromagnetnega problema, opisanega z Maxwellovimi ena¢bami. V primeru tokovnega
polia (kvazistacionarne razmere) se problem poenostavi. Vse tri komponente vektorskega
potenciala 4 so enake O in ra¢unamo samo nekonvencionalni skalarni potencial w oziroma
njegov ¢asovni odvod ¥ =u.

Kot smo Ze omenili, lahko sistem ena¢b za izralun z metodo koné&nih elementov
izpeliemo z uporabo Galerkin-ove metode ali s pomoc¢jo variacijskega racuna. lzracun,
formuliran z metodo variacijskega ra¢una, minimizira funkcional, ki predstavlja navidezno
delo kot posledico posplosenih sil na sistem. Posplo$ene sile na sistem so rezultat sprememb
iskanih spremenljivk (treh komponent vektorskega potenciala A in skalarnega potenciala
w). Do reSitve Maxwell-ovih ena¢b pridemo z uvajanjem dinami¢nega ravnovesja med

posplogenimi silami pri reevanju matri¢ne enacbe.
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V primeru tokovnega polja je navidezno delo definirano s toplotnimi izgubami (enac¢ba
(2.13)). Energijo toplotnih izgub na enoto volumna lahko zapis§emo kot:

w:jpdt. (2.36)

Ce upostevamo enacbe (2.13), (2.3) in (2.34), dobimo:
w=[E-Jdt=~[Vu-Jdt =V ([udr)- 7, (2.37)

oziroma:
w=-Vy-J. (2.38)
Diferencial virtualnega dela & W kot rezultat delovanja posplosenih sil, povezanih s

spremembami nekonvencionalnega skalarnega potenciala Sy, je tako definiran z izrazom:

sw=[s y)-Jar. (2.39)

Pri integraciji desne strani gornje enacbe po delih (per partes) bi dobili naslednii izraz:

[6y-ii-Jas, (2.40)
S

kier S predstavlja robno ploskev podro¢ja, v katerem racunamo, 7 je enotin vektor v
smeri normale na to ploskev, 7i-J pa predstavlja normalno komponento gostote toka na
robni ploskvi podro¢ja izra¢una.

Gorniji izraz zapiSemo v posploseni obliki tako, da dodamo energijo, ki je posledica
predpisane konstantne vrednosti gostote toka J* in dobimo:

[6v-i-(F-J)as. (2.41)

Dobljeni ¢len bo enak O v dveh primerih:

. ¢e bo sprememba potenciala dw na robu S enaka 0, oziroma se ¥ ne bo spreminjal

- Dirichletov robni pogoj,
. ¢e bo normalna komponenta gostote toka na robu enaka predpisani vrednosti J,

oziroma: 7i-(J —J") = 0- Neumannov robni pogoi.
V izrazu za virtualno delo (enacba (2.39)) upostevajmo $e ta prispevek:
sw=[6 y)-Jav—[sy i-Jds. (2.42)
vV S

V prvem ¢lenu desne strani z upostevanjem enacb (2.2), (2.3) in (2.34) izrazimo gostoto
toka z nekonvencionalnim skalarnim potencialom w in dobimo:

SW==[6(Vy)y -Vy av-[y -i-J"ds. (2.43)
vV S
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Dobljena zveza predstavlja osnovo za izra¢un po metodi konénih elementov. Prvi &len
desne strani predstavlja energijo toplotnih izgub, drugi ¢len pa predstavlja energijo zaradi
postavljenih robnih pogojev oziroma energijo virov.

Naslednji korak pri analizi z metodo kon&nih elementov je razgradnja modela v manjse
sestavne dele - kon¢ne elemente, katerih oblika je relativno preprosta. Posameznemu
kon¢nemu elementu pripi$emo homogene snovne lastnosti. Potek potenciala znotraj
elementov pa lahko opiSemo s polinomi nizjega reda. Z uporabo tako definiranih elementov
lahko modeliramo geometrijsko in snovno bolj komplicirane sisteme.

Privzemimo, da lahko potencial w v posameznem elementu zapiemo kot vsoto:

y (7) = N,(7) -y, () + Ny () -y, () + Ny (7) -y (D) +..., (2.44)

kier so N, takoimenovane funkcije oblike, ki so odvisne samo od porzicije 7, w,(t) pa

predstavlja vrednost nekonvencionalnega skalarnega potenciala v posameznih toc¢kah
izraduna i (ang. grids), ki se nahajajo v elementu. Stevilo to¢k izraduna v posameznem
elementu je odvisno od geometrije in vrste elementa. Najosnovnei$e tri oblike pri
trirazseznostnih modelih so $estploskovna, petploskovna in $tiriploskovna oglata telesa.

Tocke izra¢una so ponavadi kar ogli§¢a elementov, lahko pa definiramo tudi vmesne
to¢ke na robovih oziroma znotraj elementov (elementi vi§jih redov). Funkcije oblike se s tem
spremenijo, izra¢un pa je natanénejsi, a zato bolj obsezen.

Enacbo (2.44) lahko zapidemo v vektorsko - matri¢ni obliki:
w={N}"{y}, (2.45)

kier je  {N}= {NI,NZ,N3,...}T vektor  funkcij  oblike  elementa in

T
{l//e} = {1//1,1//2,1//3,...} vektor nekonvencionalnih skalarnih potencialov v to¢kah izrac¢una

posameznega elementa. Dimenzija obeh vektorjev je enaka $tevilu toc¢k izra¢una n, ki
pripadajo obravnavanemu elementu.

Enacbo za virtualno delo (3.43) Zelimo zapisati za posamezni element z uporabo na ta
nacin definiranih izrazov. Casovni odvod ¥ lahko zapiemo kot:

=N}y (2.46)
Za funkcije oblike vzamemo, da so konstantne glede na variacije o, zato velja:

§w:{N}T-5{l//e}. (2.47)
Gradient potenciala Vi zapiS§emo z uporabo funkcij oblike kot:

vy =[VN]-{y*}, (2.48)

pri ¢emer je [VN] matrika dimenzije 3xn:
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6N, ON, |
Ox Ox
JON, ON,
VN|=|—— . 2.4
]| T 2.49)
JN, JN,
i oz oz |

lzraz za navidezno delo za posamezni element zapiSemo z uporabo na ta nadin
definiranih zvez:

swe==[((vN1-8{w}) -y -((VNI-{r})av = [((v)-s{we)) (7T )as
) i (2.50)
Ker so vekforji nekonvencionalnih skalarnih potencialov {y ¢} krajevno neodvisni, jih
lahko pigemo zunaij volumskih in ploskovnih integracii:
swe==s{y} - (JIVN] -y [VN]av)-{y} - 5{y} - [{N}T (- J")as.
Vk S 2.51)

Definirajmo prevodnostno matriko elementa:
[B°]= [[VN]" -y [VN]ar, (2.52)
re

ki vsebuje informacijo o geometriji elementa v kombinaciji z njegovimi prevodnostnimi
lastnostmi, in vpeljimo $e vektor ploskovnih vzbujanj sistema:

(e} =—SI{NT}-(ﬁ~j*)dS, 2.53)

kier (*) oznacuje predpisano vrednost - Neumann-ov robni pogoj. Integracija se izvaja
le po tistih ploskvah elementov, ki so del robne ploskve modela.

Enacbo za virtualno delo posameznega elementa (2.50) lahko ob upostevanju tako
vpeljanih zvez zapisemo kot:

swe==sly} [B] v} +o{we) (e} (2.54)

Naslednji korak predstavlja se$tevanje prispevkov navideznega dela posameznih
elementov za celoten sistem. Rezultat je izraz za navidezno delo celotnega modela:

T . T
sw=-s{y} [Bl-{y}+slv] {J}, (2.55)
pri ¢emer je vektor {t//} sestavlien iz vektorjev {l//e} vseh elementov modela. Podobno
sta zgrajena tudi matrika [B] in vektor {J} .

Zadnii korak je uvedba dinami¢nega ravnovesija:

0=—-[B]-{y}+{J}s. (2.56)

16/88



Koné&na matri¢na enacba se glasi:
[B]-{v}={J}, (2.57)
oziroma: [B]-{u} ={J},. (2.58)

V gornjo ena¢bo moramo vstaviti e robne pogoje - predpisane vrednosti potencialov v
to¢kah izra¢una. Sistem enacb nato preuredimo tako, da imamo v vektorju na levi strani
samo neznanke (potenciale):

A-x=B-f, (2.59)

kier je A sistemska matrika, x vektor neznank, B komplementarna matrika in f vektor
robnih pogojev. Tako doblieno matri¢no enacbo lahko redujemo direkino ali z uporabo ene
od iterativnih numeri¢nih metod. Bistvo iterativnih (indirekinih) metod je v tem, da v sistem
linearnih enacb postavimo neko zacetno vrednost, sistem re§imo in dobljeno resitev vstavimo
v naslednjo iteracijo ter na ta nacin redujemo, dokler ne zadostimo nekemu kriteriju za
zakljucitev postopka. Algoritmi iterativnega redevanja so lahko razli¢ni. lterativne metode so
primerne predvsem za prazne oziroma razpriene sisteme enacb (ang. sparse systems), pri
katerih je precej ¢lenov v matriki enakih 0. Ta pogoj je pri metodi konénih elementov
obi¢ajno dobro izpolnijen, saj so v posamezni vrstici matrike [B] od O razli¢ni le tisti elementi,
ki predstavljajo vpliv to¢k izra¢una, ki so neposredne sosede obravnavane tocke.

Po podobni poti bi v splo§nem primeru obravnave celotnega sistema Maxwellovih
enacb ter izraluna vektorskega potenciala A in nekonvencionalnega skalarnega potenciala
w prisli do naslednjih dveh matri¢nih enacb:

‘M M (4] [BY B (4] [k* o] [4] [, H I
w | (T pua w | ") (T ’ = e+ 0
_M M 78 B B V4 0 0 U4 0 v Jn S v tocki

(2.60)

[0 0 y 0 0 0
—MI//A MWW:|{V/} ) {pO}V ' {D"}S +{Q}vtoéki I (26])

kier je [ M] matrika dielektri¢nosti, [K] pa matrika permeabilnosti, ki ju izrad¢unamo na

R

podoben natin kot prevodnostno matriko [B]. M, predstavlja vektor magnetizaciie, p,
prostorsko gostoto elektrin in O velikost naboja elektrin. V primeru tokovnega polja (4 =0)
se gorniji sistem poenostavi v enacbo (2.57).

2.2.1. PROGRAM EMAS

Za izraCun porazdelitve potenciala in elekiri¢ne poliske jakosti po metodi kon&nih
elementov v modelu podkoznega tumorja smo uporabili komercialni programski paket EMAS

(Ansoft, Pittsburgh, PA, USA) [7].

V EMAS-u predstavlja definicija geometrije modela prvi korak modeliranja. Sledi
dolo¢anje robnih pogojev in vzbujanj, torej Dirichletovih in Neumannovih pogojev. V
naslednii fazi v prej zgrajene geometrijske objekte postavimo konéne elemente, kar nam

17/88



program lahko naredi avtomatsko, uporabnik vnese le zahtevo po gostoti mreze. Ta faza
predstavlja najpomembnejsi del postopka modeliranja, saj mo¢no vpliva na to¢nost izrac¢una.
Osnovni zahtevi za mrezo konénih elementov sta naslednii:

. vsak element mora imeti natanko toliko sosedov, kolikor robnih elementov ima; mejni
ploskvi med dvema sosednjima elementoma morata biti identi¢ni.
o elementi morajo biti po obliki &imbolj podobni ustreznim pravilnim geometrijskim

telesom; v primeru trirazseznostnih modelov je za $estploskovni element to kocka, za
petploskovni pravilna tristrana prizma in za $tiriploskovni element tetraeder.

Neizpolnjenost teh zahtev ima za posledico numeri¢ne napake in zato slab izracun.
Program ima vgrajena orodja za preverjanie izpolnjenosti teh zahtev.

Na mestih, kjer pricakujemo velike spremembe opazovanih veli¢in, je priporogljivo, da
je mreza konénih elementov gostejSa. Enacko velija za meje podrodij z zelo razli¢nimi
vrednostmi specifi¢nih elektri¢nih prevodnosti. Gostej§o mrezo moramo postaviti tudi v
podrodjih okrog elektrod ter povsod tam, kjer je geometrija takina, da redka mreZa ne bi
omogocila dovolj natanénega modeliranja realnega sistema. Vsakemu elementu oziroma
skupini elementov je ob definiciji potrebno dolo¢iti tudi materialne lastnosti. Postavitev mreze
ie mo¢no poenostavljena pri modelih, katerih geometrija je pravilne ali simetri¢ne oblike. Z
definiranjem linij oziroma ravnin simetrije se zmanij$a tudi potrebno $tevilo konénih elementov
in s tem mo¢no poenostavi in skraj$a izradun.

Gradnja modela je tako zaklju¢ena in sledi izra¢un. Rezultate lahko pregledujemo na
razli¢ne nacine, v poljubnih prereznih ravninah, po posameznih vozlis¢ih in jih predstavimo
na razli¢ne nacine — prikaz ekvipotencialnih ploskev z razli¢nimi barvami, prikaz vektorskih
veli¢in s puscicami... Poljubno lahko mrezo kon&nih elementov zgostimo v podrogjih kjer nas
porazdelitev $e posebej zanima, oziroma v podrodjih kjer je zaradi preredke mreze prilo do
prevelikih napak. Postopek ponovimo do prikaza rezultatov in v primeru da se rezultati
bistveno ne razlikujejo od tistih ki smo jih dobili v prej$njem koraku, postopek zaklju¢imo,
sicer ga ponavljamo dokler temu ni zado$¢eno.

2.3. MODEL PODKOZNEGA TUMORJA

Zgradili smo numeri¢ni model podkoinega tumorja pri katerem so elektri¢ni pulzi
dovedeni preko koZe z uporabo plo3¢atih elektrod pritisnjenih na koZo. Pri nasi $tudiji Zelimo
modelirati porazdelitev elekiri¢ne poljske jakosti v podkoznem tumorju pred in po
elektroporaciji ter preuciti vpliv nekaterih parametrov na porazdelitev elektri¢nega polja
znotraj in v okolici tumorja pri klini¢ni elektrokemoterapiji. Rezultate, dobliene z modelskimi
izracuni bomo primerjali z eksperimentalnimi podatki pridoblijenimi z meritvami na podkoZnih
tumoijih malih Zivali (mi§, podgana...)

Model, ki smo ga uporabili za $tudijo klini¢ne elektrokemoterapije podkoznih tumorieyv,
ie bil zgrajen iz naslednjih tkiv oziroma organov: koZe, podkoZnega mascevja, podkoZnega
tumorja in midice. Ker je specifi¢na elektri¢na prevodnost kosti, ki se nahaja pod misico, zelo
majhna, nismo upostevali niZje leze¢e anatomije, saj je polie v primeru para plo$&atih
elektrod, names¢enega ob tumorju, lokalno omejeno. Na sliki T vidimo geometrijo nadega
modela z vsemi dimenzijami.
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9.2 mm

Slika 1: Slika geometrije modela z dimenzijami

Model, ki ga vidimo na sliki 1, je osnovni model podkoZnega tumorja. Pri kasnejsi
parametrizaciji smo geometrijo tudi malce spreminjali, da bi ugotovili kolik§en vpliv ima to na
konéni rezultat, torej odziv matemati¢nega modela. Spreminjali smo tudi vrednosti specifi¢nih
prevodnosti modela in opazovali njihov vpliv, ter vpliv parametrov poteka elektroporaciie tkiv.

Elekirode smo modelirali kot robni pogoj, torej v modelu elekiroda ne nastopa kot
fizi¢ni element. Robni pogoj smo postavili tako, da modelira plo$¢ate elekirode debeline 1
mm, oddaljenosti 8 mm, pri ¢emer upostevamo tudi prisotnost prevodnega gela med
elektrodami in koZo, kar pomeni da smo robni pogoj postavili na malce $irSe obmogje kot ga
narekujejo same dimenzije elekirod.
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3. ELEKTRICNE LASTNOSTI BIOLOSKIH TKIV

Za analizo dogajanja v tkivu, pri kateri Zelimo dolo¢iti porazdelitev vektorskih in
skalarnih polj v tkivu oziroma organizmu kot posledico elektri¢ne stimulacije, potrebujemo
vrednosti specifi¢nih elekiri¢nih prevodnosti in relativnih dielektri¢nosti ustreznih tkiv oziroma
organov. Zaradi razliénih oblik celic in razliénih nacinov njihove namestitve v tkivu ter
razli¢nih elektri¢nih lastnosti medceli¢nega prostora, je dogajanje v tkivih na mikro nivoju
precej kompleksno. Pri modelnih izra¢unih porazdelitve polj znotraj biologkih sistemov
elektri¢no prevodnost in dielektri¢nost obravnavamo kot makroskopski parameter. Elektri¢ne
lastnosti  bioloskih tkiv so lahko anizotropne (miSica), kompleksne (vsebuje realni in
imaginarni del, tkivo ni 100% prevodnik ali pa 100% izolator, lastnosti tkiva so frekvenéno
odvisne) in so lahko ¢asovno ter prostorsko spremenljive (sprememba prevodnosti zaradi
elektroporacije tkiva).

3.1. SNOV V ELEKTRICNEM POLJU
3.1.1. PREVODNIK V ELEKTROSTATICNEM POLJU

Tipi¢no za elekiriéno prevodne snovi je, da so elektroni na zadniji lupini energijsko $ibko
vezani na jedro in se morejo prosteje gibati v medatomarnem svetu — so brez mati¢nega
atoma. Re¢emo da so energijsko v t.i. prevodnem pasu. Vemo tudi, da se koli¢ina elektronov
v prevodnem pasu s temperaturo poveluje, z znizevanjem te — proti absolutni ni¢li — pa nabor
elektronov plahni [12]. Kovina je navzven elektri¢no nevtralna, ko pa jo damo v elektri¢no
polie, se zac¢nejo v prevodniku in v prvotnem elekiri¢cnem polju dogajati dolo¢ene
spremembe. Po prehodnem pojavu, ki je odvisen od relaksacijskega ¢asa kovine in je okoli
10" s, se vzpostavi novo stanje. Prevodno telo se polarizira, elekirine se razdvoijijo tako, da
ie na prihajajodi strani polja presezek (-) elekirine, na odhajajoci strani pa presezek (+)
elektrine. Temu pojavu re¢emo elekiri¢na influenca ali elekiri¢na indukcija. Polarizirano telo
izgleda globalno kot elekirinski par (dipol). Influirani naboj ustvari dodatno elektri¢no polie,
ki prvotnemu polju nasprotuje in ga povsem kompenzira (slika 2). V elektrostatiki je tore|
rezultirajoce elektri¢no polje v prevodniku enako ni¢! Polie je enako ni¢ tudi, ¢e so v kovini
prazni prostori (Faradayeva kletka). Vneseno prevodno neviralno telo pa izdatno popadi tudi
prvotno zunanje polje. Spremembe so predvsem izrazite v neposredni okolici telesa, medtem
ko je popacitev dale¢ stran od telesa sorazmerna upadaniju polja v okolici to¢kastega dipola-
upada torej s tretjo potenco.
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Slika 2: Prevodnik v elektrostatiénem polju

V prevodniku je elektricno polije le, ¢e te¢e po njem tok. V elektrostatiki, v kateri
preucujemo mirujoce naboje, moramo zmeraj upostevati da v prevodnikih ni elektri¢nega
polja. Prevodniski elektroni so sicer gibljivi, a ne zapustijo prevodnika. Zato se nabere
presezek ali primankljaj naboja na povrdini prevodnika. Elektri¢no silo, ki deluje na
prevodniske elektrone v elekiri¢nem polju, uravnovesi sila, ki jih veZe na prevodnik. Elektri¢na
sila mora biti pravokotna na povrsino, se pravi, ne sme imeti tangencialne komponente. Sila,
ki veZe prevodniske elektrone na prevodnik, ima namreé le komponento v smeri pravokotno
na povr$ino. Tangencialna komponenta elekiri¢ne sile bi povzrocila tok po povrsini.

3.1.2. IZOLATOR — DIELEKTRIK V ELEKTROSTATICNEM POLIU

Obnasanje teh snovi v elekirostatiénem polju je povsem drugacno, pogojeno predvsem
z njihovim pomanjkanjem prostih elektronov [12]. Relaksacijski ¢asi so reda velikosti nekaj
sekund pri steklu, do nekaj dni pri kvarcu, zato pri tipi¢nih izolacijskih materialih ne moremo
ra¢unati s prevodnisko naravo odziva na vsilieno elektrostati¢no polje. V izolatorju torej ni
prostih nosilcev naboja, vseeno pa vsebujejo vezane naboje (polarne molekule, ione). Ce
izolator poloZzimo v elektri¢no polje, se tezi¢i pozitivnega in negativnega naboja razmakneta,
atom, molekula, oziroma ionska vez se tako raztegne v elekiri¢ni dipol. Zamislimo si nek
kompakten kos izolatorja z induciranimi dipoli. Na prihajajo¢i strani polja imamo presezek
vezane (-) elekirine, na odhajajodi strani pa presezek vezane (+) elekirine. Polje vmesnih (&)
elektrin se kompenzira, (-) in (+) elekirine na zunanjih plasteh pa ustvarjajo v vmesnem
prostoru polie, ki je v nasprotni smeri zunanjega polja in mu nasprotuje, torej polie v
dielektriku slabi, vendar se ne izni¢i tako kot v kovinah (slika 3).
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Slika 3: Izolator (dielektrik) v elektrostati¢nem polju
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Jakost elektri¢nega polja v snovi (E) je manj$a kot jakost prvotnega polja na mestu kjer
ie zdaj dielekirik (E,) in sicer:

E, (3.1)

pri Cemer se brezdimenzijski parameter € imenuje dielekiriénost snovi. Cimbolj se atomi
oziroma molekule snovi deformirajo, tem mocnejsi naboj se influira, tem bolj polie na
obmocju snovi oslabi, tem vec¢ja je dielektri¢cnost €. Dielektri¢nost snovi je produkt
dielektri¢nosti praznega prostora g, (8.854 102 As/Vm) in brezdimenzijskega parametra
relativne dielektri¢nosti snovi € :

€=¢& g (32)

3.1.3. BIOLOSKI MATERIAL V TOKOVNEM POLIU

Dielektrik lahko definiramo preprosto kot katerikoli material, ki ga damo med plos¢i
kondenzatorja. Ce smo natanéni, pa je dielekirik material, v katerega elekiri¢no polie prodre,
Cesar ne bi mogli trditi za prevodnik v stati¢nem elektricnem polju. V osnovi je idealen
dielektrik material brez prostih nabojev. Lahko pa ga definiramo tudi kot material, v katerem
ie kapacitivni tok vedji od izgubnega, oziroma ®C>G. Glede na to definicijo pri dovolj visoki
frekvenci tudi prevodnik po svojih dielektri¢nih lastnostih postane dielektrik. Definicija je torej
frekvenéno odvisna, zato materialov ne moremo tako preprosto razdeliti na prevodnike in
dielektrike. Vsekakor pa lahko material proglasimo za dielekirik, ¢e ima sposobnost
kapacitivnega shranjevanja energije in ne zgolj njene porabe. [13]

Dielektri¢nost () in prevodnost (y) materiala sta, posami¢no, gostota naboja in gostota
toka induciranega kot odgovor na elekiri¢cno polie [14],[15]. Primer lahko ilustriramo z
idealnim plo$¢nim kondenzatorijem s povrdino plo$¢ A in razmikom med njimi d, znotraj
katerega je material, ki nas zanima. Najprej naj bo v prostoru med plo$¢ama vakum.
Konstantna priklju¢ena napetost V med plo$¢ama inducira naslednjo gostoto naboja D:

D=tV (3.3)

Kier je &, dielektriénost praznega prostora (8.85 x 107'% F/m).

Kapacitivnost C je razmerje med induciranim nabojem na plo$¢ah kondenzatorja in
pritisnjeno napetostjo (ne upostevajoc stresanega polja na robovih kondenzatorja)

C-o A (3.4)

Ce damo med plo$¢e kondenzatorja nek material, se na plo$¢ah kondenzatorja
inducira dodaten naboj Ps, ki nastane zaradi polarizacije nabojev znotraj materiala. Za dovolj
majhne napetosti je ta gostota naboja proporcionalna polju E in jo lahko napidemo kot:

D =¢gyE +P; (3.5)
=¢g.goE
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kapacitivnost pa je
C=c¢gg % (3'6)

kier je ¢ relativna dielektri¢cnost materiala. Merilni tokokrog lahko vsebuje tudi
prevodnost G, ki je paralelna s kapacitivnostjo:

G:y-% (3.7)

kjer je y enosmerna specifi¢na prevodnost materiala.

V odgovor na izmeni¢na polja se dielekiri¢ne lastnosti spreminjajo s frekvenco, ¢e so
prisotni procesi dielekiri¢ne relaksacije. Elekiri¢ne lastnosti materiala lahko opisemo v
komplesknem in imajo tako prevodniske kot tudi kapacitivne lastnosti. Ko material vsebuje
tako dipole kot tudi proste naboje, moramo njegove lastnosti opisati v kompleksnem.
Celoten tok skozi material je vsota uporovne in kapacitivne komponente |=l+I- in ga
napiemo kot:

1=V ,cdv (3.8)
R dt

za sinusno vzbujanije, lahko enacbo napidemo kot:

VyA €,8,A ). (3.9)
|= V 0%r
", ( . j@
ali ekvivalentno
1= Bpr-+iozs) 19

S krozno frekvenco @ lahko kompleksno admitanco Y* napigemo kot:

Y =G+joC (3.171)
= (A/d)(y +jme,e,)

iz katerega definiramo kompleksno prevodnost y* materiala:

y* =7 +|0g,E, (3.12)

enacbo (3.10) lahko napidemo tudi kot

i i 3.13
|=|®80A[8r— v jv (3.13)
0

d 0e
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lzraz v oklepaju je kompleksna dielektri¢na konstanta, ki jo napisemo kot:

1 (3.14)
g,

oziroma
e* = ¢g'-je" (3.15)
kier sta €'=¢, in £'=0/(wg,). Enacbi (3.12) in (3.14) opisujeta nek material.

Kompleksna prevodnost in dielektri¢nost sta povezani v enacbi:

'y* = iwg*go (3] 6)

V zgorniji izpeljavi predpostavimo, da se dipoli orientirajo glede na notranje izmeni¢no
polje in spremenijo svojo orientacijo vsako polovico cikla. Dipoli imajo dolo¢eno vztrajnost in
ne morejo slediti oscilacijom polja ¢e so le-te prehitre. Zato je relativna dielektri¢nost
najve¢ja pri nizkih frekvencah in pade, ko frekvenca zraste nad dolodeno mejo. Pri zelo

visokih frekvencah dipoli ohranijo naklju¢no orientacijo in relativna dielekiri¢nost materiala se
pribliza 1. [15]

Sposobnost materiala da se odziva na elekiri¢cno polje, lahko izrazimo v smislu
relaksacijskega ¢asa 1, oziroma ekvivalentno v smislu relaksacijske frekvence w =2mnf=1/1..
V tipi¢nem bioloskem mediju obstaja ve¢ mehanizmov za tvorbo dipolov, vsak z druga¢nim
relaksacijskim ¢asom. Poleg tega nastanejo na meji med dvema razli¢nima dielektri¢nostma
enaki relaksacijski ¢asi za oba tkiva zaradi gradnje nabojev na teh mejah.

V literaturi dostikrat zasledimo da so vse dielekiri¢ne lastnosti biologkih materialov
odvisne od fenomena relaksacije. Vendar pa je v resnici koncept relaksacije povezan z
zakasnjenim odzivom in torej ne igra vloge pri frekvenéno neodvisni enosmerni prevodnosti,
ki je konstantna s ¢asom in ne pozna relaksacije. [13]

Slika 4 ilustrira primer relaksacij tipi¢nega bioloskega materiala. Padci v krivulji
nastanejo zaradi razli¢nih mehanizmov polarizacije in jih imenujemo elektri¢na disperzija.

[15]

¢ Pri nizkih frekvencah, o disperzija je povezana s procesi ionske difuzije na mestu celi¢ne
membrane.

¢ P disperzija v podro¢u 100 kHz nastane zaradi polarizacije celi¢nih membran, ki se
obnadajo kot bariere pretoku ionov med znotraj in zunaj celi¢nim medijem. Drugi
prispevki beta disperzije se pojavijo zaradi polarizacije proteinov in drugih organskih
makromolekul.

¢ vy disperzija v podro¢ju gigahercov (10° Hz) nastane zaradi polarizacije vodnih molekul.
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Slika 4: Tipi¢na frekvenena odvisnost kompleksne dielektri¢nosti tkiva [15]

Relativna dielektri¢nost biomaterialov pri nizkih frekvencah je lahko reda 10°. Te
vrednosti so neverjetno visoke v primerjavi z ostalimi dielektri¢nimi materiali, za katere so
tipi¢ne vrednosti 5 do 10. Kljub tako visoki dielektri¢nosti pa ostajajo biologki materiali
izrazito uporovni. [15]

3.2. MERITVE BIOLOSKIH MATERIALOV

Biolosko tkivo je zelo nehomogen material. Celice so razli¢nih velikosti in imajo razli¢ne
funkcije. V prevodnosti tkiv zasledimo velike razlike: zaradi tekocega tkiva, ki tec¢e po Zilah,
mielinskih ovojnic, ki kot izolatorji ovijajo aksone Zivénih celic, veznega tkiva, ki mora prenesti
mehani¢ni stres, kosti, zob, misic, mrivih delov koZe, plinov v pliju¢nem tkivu, itn. Z
elektri¢nega stalid¢a tkivo tezko obravnavamo kot homogen material. [13]

Podatki o elektri¢nih lastnostih tkiv, ki jih zasledimo v literaturi, se med seboj zelo
razlikujejo. Zakaj nastajajo take razlike med razli¢nimi meritvami? Razli¢ni vzorci tkiv
vsebujejo razli¢ne koli¢ine telesnih tekocin, standardizacija merilne tehnike pa predstavlja e
velji problem. Potem so tu $e sezonske spremembe, dejavniki okolja, starost osebka in razlike
povezane z bolezenskimi stanji. [16]

Najpomembneisi dejavniki, ki vplivajo na meritve na bioloskih materialih in na katere
moramo biti pozorni, so podani v nadaljevaniju.
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3.2.1. ANIZOTROPNOST BIOLOSKIH MATERIALOV

Nekateri bioloski materiali imajo izrazite anizotropne lastnosti, zato moramo biti pri
podatkih v literaturi pozori ali se nanaajo na longitudinalne, transverzalne ali povpre¢ne
vrednosti prevodnosti in dielekiri¢nosti. Primer takega tkiva je miSica.

Migi¢ne celice oziroma midi¢na vlakna so usmerjena vzdolZ smeri kréenja misice, zato to
biolosko tkivo izraZa tipi¢ne anizotropne elektri¢ne lastnosti. To pomeni da so elekiri¢ne
lastnosti  odvisne od smeri. Tako govorimo o vzdolinih ali longitudinalnih lastnostih,
vzporednimi s smerjo vlaken, in o pre¢nih ali transverzalnih lastnostih, pre¢nimi glede na
smer vlaken. Razlog za to je smer toka, ki mora v pravokotni smeri na vlakna teci po
"ovinkasti" poti, medtem ko v paralelni smeri tece po krajsi, "ravni" poti [15]. Razlika v dolZini
poti povzrodi razliko v upornosti med obema smerema.

V splognem efektivna specifi¢na elektri¢na prevodnost in dielektri¢nost nista ved skalarni
vrednosti, ampak tenzorja. Ce izberemo koordinatni sistem tako, da so osi vzporedne
oziroma pravokotne glede na smer vlaken, se tenzor poenostavi in so od ni¢ razli¢ni le
elementi na diagonali matrike. Zaradi zgradbe in kapacitivnih lastnosti celi¢cne membrane je
anizotropnost odvisna od frekvence uporablienih tokov. Ce je frekvenca toka zadosti visoka,
anizotropne lastnosti izginejo (konkretno za misico anizotropnost izgine nekje v frekvenénem
podro¢ju MHz).

Pri merjenju elektri¢nih lastnosti anizotropnih materialov se pojavi problem, kako doseci
homogeno elekiri¢no polije najprej vzporedno z vlakni in nato pre¢no nanje. Namreg, &e
hocemo pravilno izmeriti vzdolZzno upornost misice, moramo dosedi popolno ujemanje med
smerjo tokovnega polja in orientacijo celic. [17]

Meritve Epsteina in Fosterja kaZejo na to, da Ze 5 stopinjsko neujemanie polja s smerjo
midi¢nih vlaken pomeni 18% previsoke vrednosti za specifi¢no prevodnost v pravokotni smeri
in le 0,4% prenizke vrednosti za specifi¢no prevodnost v vzdolzni smeri. [18]

Vedina avtorjev poro¢a, da je prevodnost miSice v pre¢ni smeri pri nizkih frekvencah
priblizno 10-15% prevodnosti v vzdolzni smeri (pri nizkih frekvencah, pod 100 kHz!)

Poleg skeletne miice imajo anizotropne lastnosti tudi nekatera druga tkiva: srce, Zivéno
tkivo.

3.2.2. POLARIZACIJA ELEKTROD (IZBIRA MERILNE TEHNIKE)

V praksi meritve na prevodnih materialih v frekvenénem obmod¢ju 10 Hz do 10 MHz
niso preproste. Na meritve vplivata dva vira sistemati¢nih napak, polarizacija elektrod in
induktan¢ne napake, ki predvsem postanejo ocitne na spodnjem in zgornjem robu
obravnavanega frekvenénega obmogja. Polarizacija elekirod se kaZe v razporeditvi
molekularnih nabojev na stiku tkivo-elektroda v prisotnosti vodnih molekul in hidriranih
ionov. V preprosti obliki lahko ta pojav opisemo s kondenzatorjem s frekven¢no odvisno
impedanco v seriji z uporom. Obe komponenti lahko aproksimiramo kot funkcijo frekvence z
negativno potenco, kar pomeni, da njuni absolutni vrednosti padata z nara$¢anjem
frekvence. Efekt nara$¢a z narad¢anjem prevodnosti vzorca, in je bolj izrazen na kapacitanci
kot na konduktanci tako ionskih raztopin kot tudi biologkih vzorcev. V primeru bioloskih
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vzorcev slabo prevodne celice zakrivajo del elektrode pred ionskim tokom in torej zmanjsajo
efekt polarizacije v primerjavi z ionsko raztopino iste prevodnosti kot medij znotraj celice. V
doloitvi polarizacijske impedance elekirode igra pomembno vlogo tudi material iz katerega
ie elektroda narejena. [19]

V osnovi poznamo dva nacina merjenja dielekiri¢nih lastnosti tkiv. Tako imenovani
dvoelektrodna in &tirielektrodna metoda. Obe metodi lahko v principu uporabliamo tako v
enosmernih kot tudi v izmeni¢nih razmerah, seveda pa z omejitvami. [20]

3.2.2.1. 2-ELEKTRODNE MERITVE

Ta metoda je primemna za izmeni¢ne meritve. V enosmernih razmerah je namre¢ ne
moremo uporabljati zaradi efekta polarizacije elektrod, ki ustvari proti napetost in s tem
spremembo upornosti merjenca med elektrodama. Pri merjenju moramo rezultat popraviti, $e
posebej za nizje frekvence (pod 100 kHz), kjer je efekt polarizacije elektrod 3e toliko bolj
izrazen.

3.2.2.2. 4-ELEKTRODNE MERITVE

To metodo lahko uporabimo tako v izmeni¢nih kot tudi v enosmernih razmerah.
Uporabliomo dva seta elekirod: tokovni elektrodi in napetostni elekirodi. Tok, ki ga daje
napetostni vir, potuje skozi merjenec. Napetostni elektrodi postavimo na oziroma v objekt in
med tokovni elekirodi, pri ¢emer je razdalja med njima znana. Merimo napetost med tema
dvema elekirodama, iz Cesar izratunamo specifi¢no upornost materiala med napetostnimi
elektrodami. Prednost te metode je, da polarizacija na tokovnih elektrodah nima nobenega
vpliva na razmerje med potencialno razliko med merilnima sondama. Polarizacijo na
napetostnih elektrodah pa je zanemarljiva, tako v izmeni¢nih kot tudi v enosmernih razmerah,
zaradi visoke vhodne impedance merilnega sistema (torej je tok ki te¢e skozi napetostni
elektrodi, zanemarljiv).

Nekateri avtorji namesto 4-elektrodnega sistema predlagajo 2-elekirodnega z metodo
popravljanja napake [17]. Napake zaradi polarizacije elektrod naj bi znadale 3-5 procentov
pri frekvenci 100 Hz, pri frekvenci 10 Hz pa Zze 10-15 procentov upornosti. S predlagano
metodo popravljanja napake zaradi polarizacije, poro¢ajo o manjsih napakah in sicer le e
3% pri frekvenci 10 Hz in manj kot 1% pri vijih frekvencah. Pri 4-elekirodnem sistemu naj bi
polarizacija elektrod namre¢ ne bila popolnoma odpravliena.

Rush, Abildskov, McFee podobno poro¢ajo da so pri 2-elektrodni tehniki merjenja
upornosti midice rezultati za priblizno 20% visji kot pri 4-elektrodni tehniki. [21]

Pri izbiri merilne metode moramo biti pozorni tudi na geometrijo merilne celice in
amplitudo merilnega toka.

3.2.3. SPREMEMBE TKIVA PO SMRTI

Metabolizem tkiva po odstranitvi iz telesa upade, temperatura tkiva pade. Tudi po smrti
ga lahko poizkuSamo vzdrievati v namene merjenja (vzdrievanje temperature in sistemi
umetne prekrvitve) in ga tako stabiliziramo za omejen ¢as za eksperimente in vitro (ex vivo).
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Ce tega ne storimo, se pojavijo ireverzibilne spremembe, ki jim sledi celi¢na in tkivna smrt.
Za razli¢na tkiva je seveda ¢as nastopa ireverzibilnih sprememb razli¢en. [13]

Pomembna je tudi vsebnost krvi v tkivu, saj lahko zaradi dobre prevodnosti krvi (cca
100 Qcm pri telesni temperaturi), Ze majhne spremembe v volumnu krvi v tkivu povzrocijo
opazne razlike v upornosti tkiva. To je Ze samo po sebi, brez razmi$ljanja da je "Zivo" tkivo
najbrz druga¢no od "mrivega", dovolj velik razlog za in situ merjenja, ¢e Zelimo dobiti kar
najbolj natan¢ne rezultate. [17]

Spremembe upornosti, ki spremljajo celi¢no smrt je preucevalo Ze dosti raziskovalcev.
Odkrili so, da je v prvi uri po odstranitvi tkiva iz telesa specifi¢na upornost skoraj konstantna
(odvisno od tkiva). Prve spremembe se za¢nejo pojavljati v jetrih po pol ure, v mozganih po 1
uri in v miSici po 2 urah. V vseh primerih pa upornost s ¢asom pada. [16]

Schwan poroc¢a da dielekiri¢nost misice zabe pri 10 Hz pade za faktor 2 v 2,5 urah po
smrti, spremembe v frekvenénem podroc¢ju nad 100 Hz pa so manjde in opazne 3ele po
daljfem casu. Ker pa je impedanca tkiva pri nizkih frekvencah skoraj popolnoma uporovne
narave, napake dielekiri¢nosti tu ne igrajo velike vloge.

3.2.4. OSTALI DEJAVNIKI

« Tkiva se med seboj razlikujejo tudi v odvisnosti od Zivalske vrste, kateri pripadajo (F.X.
Hart, meritve na midicah razli¢nih Zivali [22]). Vseeno pa lahko iz literature, po primerjavi
razliénih meritev na razli¢nih Zivalskih vrstah ugotovimo, da te razlike niso sistemati¢ne in
so lahko dosti vecje znotraj iste vrste kot med razli¢nimi vrstami. [19]

« Prav tako so meritve odvisne od temperature, zato jih je priporo¢ljivo izvajati pri normalni
telesni temperaturi, ki je za toplokrvne Zivali okoli 37°C, tudi ¢e merimo na mrivih tkivih.

« Vpliv na dielektri¢ne lastnosti tkiva pa imajo tudi sezonske spremembe, dejavniki okolja,
starost osebka in morebitna bolezenska stanja osebka.

3.3. DIELEKTRICNE LASTNOSTI TKIV

Bioloska tkiva se po prevajalnih lastnostih med seboj razlikujejo. Kri je zelo dober
prevodnik, jetra in vranica manj. MoZgani prevajajo bolje, misica slabse, vseeno pa zaradi
njune anizotropije tezko posplo$imo njune prevajalne sposobnosti. Med najslabgimi
prevodniki v telesih toplokrvnih Zivali so koZa, pliu¢a, ma3¢oba in kosti. [16]

Bioloske tekocine in skoraj vsa tkiva izkazujejo negativni temperaturni koeficient
upornosti, to pomeni da z nara$¢anjem temperature nara$¢a prevodnost tkiva. In nadalje, v
vedini tkiv, z moZno izjemo tistih, ki izrazajo zadostno stopnjo anizotropnosti, vrednosti
upornosti v frekvenénem obmocju med O Hz in nekaj 100 kHz ne izkazujejo izrazite
frekven¢ne odvisnosti.

V literaturi ve¢inoma zasledimo podatke o dielekiri¢ni konstanti in specifi¢ni prevodnosti
tkiv za frekvence nad 100 Hz. [23] Za veclino tkiv so podatki pod 100 Hz zelo omejeni ali pa
celo ne obstajajo. Razlog za to ni nezanimanije za to frekvenéno podrocje, ampak omeijitve
pri izbiri merilne metode. Le-te so namrec pri nizkih frekvencah vir sistemati¢nih napak. Pod
100 Hz je impedanca bioloskih materialov predvsem resistivna. Prispevek kapacitivne
komponente je reda 10% v vecini primerov.
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V nadaljevanju so zbrani podatki iz literature za nekatera bioloka tkiva. Omeijili smo se
le na tista, ki nas zanimajo pri eksperimentiranju in gradnji numeri¢nega modela podkoznega
tumorja. Za osnovo smo vzeli grafe iz obsirne raziskave Gabriel et al [19],[23]-[25], kjer so
poleg njihovih meritev zbrani tudi podatki starej$ih meritev drugih raziskovalcev, in temu

dodali e nekaj podatkov iz literature [16],[18],[20],[21],[26]-[36].

3.3.1. TUMOR

Ce primerjamo elekiri¢ne lastnosti tumoria in zdravega okoligkega tkiva (jetra), opazimo
da je tumorsko tkivo bolj prevodno. In sicer pri nizkih frekvencah je vzrok manjga volumska
vsebnost zdravih celic, pri visokih frekvencah pa je prevodnost vi$ja zaradi visje vsebnosti

vode. [26]

Elektri¢cne lastnosti tumorjev, ¢&e jih primerjiomo z okoligkim, zdravim tkivom so
pomembne tudi pri diagnosticiranju prisotnosti tumorja v tkivu. Veliko je bilo namre¢
poskusov, kijer so Zeleli te razlike uporabiti v diagnosti¢cne namene. Smith s sodelavci
ugotavlja, da se dielekiri¢ne lastnosti tumorja in okoliskega zdravega tkiva jeter opazno
razlikujejo in sicer za faktor 6-7,5 v prevodnosti in za faktor 2-5 v dielektri¢nosti [26].
lzraZene razlike v elekitri¢nih lastnostih med tumorjem in okolidkimi zdravimi tkivi, v primeru
da bi bile konsistentne, bi lahko vodile k celemu $tevilu klini¢nih aplikacij, predvsem v
diagnosticiranju tumorjev s pomo¢jo impedan&nih meritev.

Pri tumorjih je tezko najti neke elekiri¢ne lastnosti, ki bi jih lahko posplosili na vse. Ne
samo da poznamo ve¢ vrst tumorjev, ampak lahko tudi znotraj istega tipa najdemo vzorce z
zelo razli¢nimi lastnostmi, ki odraZajo razli¢ne stadije razvoja tumorja. Predvsem pa so si
tumorji med seboj zelo razli¢ni.

V raziskaviah Gabriel et al ni zbranih podatkov za tumor, spodaj zbrane dielekitri¢ne
lastnosti smo nasdli v dveh ¢lankih in sicer Smith et al [26] in Surowiec et al [27].

Smith et al (1986) [26] sta merila dielektri¢ne lastnosti vsajenega VX-2 tumorja v
primerjavi z zdravim okoligkim jetrnim tkivom pri zajcu v frekven¢nem podro&ju od 1kHz-12
MHz. Vse meritve so bile izvedene v 16 urah po smrti Zivali. Po odstranitvi tkiva je bilo le-to
do izvedbe meritev shranjeno pri 4°C. Relativno napako zaradi impedanénih meritev
ocenjujejo znotraj 2%, in nekoliko vi§jo pri niZjih frekvencah (5% pri TkHz). Vseeno pa so
razlike med meritvami dosti ve¢je (20-50%), napaka je po mnenju avtorjev biolodkega izvora.
Meritve so bile izvedene z dvoelekirodno metodo s Schwanovo korekcijo. V ¢lanku je vel
razli¢nih meritev na tumorjih, odvisno od velikosti tumorja, kar pogojuje tudi nekrozo.
Meritev, vne$ena v grafu je bila izvedena na tumorskih tkivih, ki v premeru merijo manj kot 3
cm in $e ne izraZajo nekroze, rezultat pa je povpre¢je meritev na 4 vzorcih.

Meritve v raziskavi Surowiec at al (1988) [27] so bile izvedene na 28 vzorcih raka na
dojki sedmih razli¢nih pacientk. Meritve so bile narejene v manj kot 4 urah po operaciji, pri
37°C in ponovliene 10-15x pri 101 razli¢nih frekvencah enakomerno porazdelienih po
logaritemski frekven¢ni osi. Pri vsaki frekvenci je bilo izra¢unano povpredje, podani pa so
rezultati tipi¢nih predstavnikov razli¢nih tkiv. Napaka pri meritvi je ocenjena na manj kot 2%
za dielektri¢no konstanto in manj kot 1% za prevodnost. Za zmanj$anije efekta polarizacije pri
nizkih frekvencah je bila tudi tu uporabliena dvoelekirodna metoda s Schwanovo korekcijo.
Za meritev, ki smo jo vnesli v graf, smo izbrali meritev na tkivu v sredini tumorja.
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Slika 6: Relativna dielektri¢nost tumorja

& zajec, V¥-2 tumor na jetrih, Zel. s Schwanovo korekcio, 16h po smrti, Smith et al, 1986

B raknadojki, 2el. 5 Schwanowo karekeijo, 4h po operaciji, 37 C, Surowiec et al, 1988

Slika 7: Tumor legenda
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Tumor ima glede na jetra priblizno 6-7,5 krat vi§jo prevodnost, tumorji pa so tudi na
splogno bolj prevodni od tkiv v katerih rastejo. Od ma3cobe, ki je eden od najmani
prevodnih biolo$kih tkiv, je njegova prevodnost vegja priblizno za faktor 10.

Oba zgoraj navedena avtorja ugotavljata, da so meritve na tumorjih problemati¢ne
zaradi visoke strukturne nehomogenosti. Meritve so bile izvedene na razli¢nih lokacijah
znotraj tumorja, oziroma pri razli¢nih velikostih tumorijev, v razli¢nih razvoijnih fazah, in se pri
obeh raziskavah med seboj razlikujejo. Meritve, ki smo izbrali kot najbolj reprezentativne, ki
naj bi kar najbolj predstavljale "¢isto" tumorsko tkivo, brez nekroze, se zelo dobro ujemajo v
dielekiri¢ni konstanti, in nekoliko manj v specifi¢ni prevodnosti, sploh pri nizjih frekvencah.
Rezultati obeh avtorjev so delno najbrz vprasdljivi tudi zato, ker so bile meritve pri obojih
izvedene dokaj pozno po odstranitvi tkiva iz telesa (16 ur oziroma 4 ure po odstranitvi).

3.3.2. MASCOBA

Ma$coba je eden izmed najslabsih prevodnikov v telesih toplokrvnih Zivali, zaradi svoje
nizke vsebnosti elekitrolitov.

Podatki in meritve na mas¢obi smo nadli zbrane v ¢&lankih in porocilu Gabriel et al
[19],[23]-[25], in sicer lo¢eno za mas&obo in breast fat, kar smo prikazali na skupnih grafih
(slika 8 in slika 9) in temu dodali $e nekaj meritev in zbranih podatkov drugih avtorjev

((16],[21],[28]).

Schwan in Kay (1957) [28] sta meritve izvajala in situ na psih in sicer na tkivih v okolici
srca, v podrodju frekvenc, ki jih srce povzroca s svojim normalnim delovanjem. Uporabljena
ie bila dvoelektrodna tehnika, a so z ocenitvijo napake zaradi polarizacije rezultate popravili.
Vseeno pa ni bilo mogoce izvesti meritev navzdol do frekvence ni¢. Zato avtorja predlagata
uporabo 10 Hz vrednosti za enosmerne razmere, saj o disperzija nastopi pri vi§ji frekvenci,
pod njo pa so vrednosti skoraj konstantne.

Rush et al (1963) [21] so v ¢lanku zbrali nekaj podatkov o dielektri¢nih lastnostih
mascobe iz literature [31], in temu dodali svoje meritve. Tako kot Schwan in Kay [28], sta tudi
Kaufman in Johnston [31] uporabljala dvoelektrodno tehniko na anesteziranih Zivalih. Meritve
Rush et al pa so bile izvedene na 50 Zivih, anesteziranih psih, s $tirielektrodno tehniko in sicer
prav tako na tkivih okoli srca v frekvenénem podro&ju EMF signalov, ki jih generira srce.

Geddes in Baker (1967) [16] sta v svojem ¢&lanku iz literature zbrala podatke o
specifi¢ni upornosti biologkih tkiv, med drugim tudi ma3cobe, pri ¢emer sta izlocila tiste
meritve pri katerih je zaradi dvoelekirodne merilne tehnike nastopala ocitna napaka zaradi
polarizacije elekirod. Za ma3¢obo zasledimo podatke izmerjene na tkivih &loveka
[28],[32],[33] in psa [21],[31],[34]. Za ¢lovesko tkivo so meritve le v visokofrekvenénem
podrodju, oboje z dvoelektrodno merilno tehniko.
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o Bovine @ 25°C [1EZ-1E7Hz) Rigaud &t al, 1994

o Porcine @ 34-36°C (1EB-1E8HZ) Hahn &t al, 19380

o Equins & Caning @ 25°C (1E3-1E7HZ) Smith & Foster, 1985
Boving @ 37°C (4E10-7E10Hz) Edrich & Hardes, 1976

o Human (4E7-1E10HzZ) Schwan, 1955

o Canine (Invive) @ 37°C (1ES-2E9Hz) Burdette et al, 1980

s Porcing (peritoneal caviy) @ 22°C (1E2-1EG6Hz) Kyber ebal, 1992

s Caning (Insitu) {1E3HZ) Schwan 1956,57,63 (in Durney etal, 1986)

s Human (breast) @ 25°C (2EIHZ) Land & Camphell, 1992

s Oine@ 37°C (1EG-2E10Hz) Current study measurements
Hurman @ 37°C {3E-2E10Hz) Current study measurements
Eovine Fak @ 37°C (1E1-2E10Hz) Current study measurements

Breast fat

m Human @ 23-25°C (SET-9E8HZ) Joines etal, 1994

m Human (glandular and connective tigsue) @ 25°C (3EIHZ) Campbell & Land, 1992

m Pab@ 30°C (1E8-2E9Hz) Joines etal, 1980

m—Hman @ 37°C (1E1-2E10Hz) Current study measuremsnts
Ostalo

A Clovek, 2 elektrodno, Schwan & kay, 1957

A Fes, anesteziran, 2 elektrodna, telesna termperatura, Kaufimann & Johnston, 1943

& Clovek, 2 elektrodno, sveZe Erezano, telesnasobna temp., Hemingwsy, 1937
Clovek, 2 elektradnn, obiekt autopsije, 27 C, Schwan, 1953

& Pes, 2 elektrodno, telesna temp., Kinnen, 1964

m—Pas 4 elektrodng, in situ, anesteziran, Rush et al, 1963

Slika 10: Legenda mas¢oba

Iz frekvennih potekov za specifitno prevodnost in relativno dielektri¢nost najprej
opazimo zelo dobro ujemanje med vrednostmi za govejo mascobo in &lovesko "breast fat',
izmerjeno v $tudiji Gabriel et al [19],[24]. Z obema se zelo dobro ujema tudi ¢loveska
mascoba, vendar so podatki le za vi§je frekvence. V isti $tudiji so merili tudi na tkivu ovce
(visje frekvence), kier pa podatki tako za prevodnost kot tudi za dielektri¢no konstanto malce
odstopajo navzgor. Vse meritve so bile narejene s tremi razli¢nimi metodami v razli¢nih
frekvenenih obmogjih, da bi kar najbolj izlo¢ili napake meritev, pri temperaturi 37°C, v dveh
urah po smrti Zivali in v 24 do 48 urah po smrti kadar je $lo za ¢loveska tkiva.

Tudi dvoelektrodne mertive Schwana in Kaya [28] se pri nizkih frekvencah lepo ujemajo
z meritvami Gabriel et al, prav tako ni velikega odstopanja pri §tirielektrodnih meritvah Rush
et al [21] na anesteziranih psih.

Tako pri potekih specifi¢ne prevodnosti kot tudi relativne dielekiri¢nosti pa pri nizkih
frekvencah ni opazne o disperzije in do frekvence 10° ali $e ve¢, specifi¢na prevodnost je
skoraj konstantna.

34/88



3.3.3. MISICA

Podatke in meritve na midici smo nasli zbrane v ¢lankih in porocilu Gabriel et al
[19],[23]-[25], temu pa smo dodali §e nekaj meritev in zbranih podatkov drugih avtorjev
([18],120],[211,128],129],[30]). Vsi ti podatki nastopajo posebej za longitudinalno in
transverzalno smer, le meritve Schwana in Kaya [28] imajo naklju¢no orientacijo. (slika 11 in

slika 12)

Burger in Van Dongen (1960) [20] sta izvajala meritve na tkivih krave, konja, zajca in
¢loveka. V grafih so prikazane samo meritve posebej za longitudinalno in transverzalno smer
(nekaj sta jih naredila tudi za naklju¢no orientacijo), ki so bile vse izmerjene s Stirielektrodno
tehniko. Merila sta takoj po odstranitvi tkiva iz telesa.

Rush et al (1963) [21] so v ¢lanku zbrali nekaj podatkov o dielekiri¢nih lastnostih misice
iz literature, in temu dodali svoje meritve. Njihove meritve so bile izvedene na 50 Zivih,
anesteziranih psih, s Stirielektrodno tehniko in sicer na tkivih okoli srca v frekvenénem
podro¢ju EMF signalov, ki jih generira srce. Vrednosti, ki so jih izmerili, so ra¢unsko popravili
za vsebnost mas¢obe, kosti in nepopolno ujemanie polja s smerjo migi¢nih vlaken.

Epstein in Foster (1983) [18] sta v svoji raziskavi uporabljala obe merilni metodi:
dvoelektrodno in $tirielektrodno (za visoke in za nizke frekvence, posami¢no), v frekvenénem
podro¢ju 20Hz do 1MHz, in sicer na psih pri telesni temperaturi, v 6 urah po smrti Zivali.
Tkivo je bilo izrezano iz podro&ja bokov. Merilna napaka pri merjenju prevodnosti naj bi bila
znotraj 2%. Pri merjenju relativne dielekiri¢nosti pa porocajo o napaki 10-20% pri nizkih
frekvencah (pri vigjih frekvencah pa dosti manj).

Gielen et al (1984) [29] so merili na miSici anestezirane podgane in zajca in vivo, s
gtirielektrodno tehniko, v frekvenénem podro¢ju EMG signalov (cca 10Hz-20kHz). Njihove
meritve so temeljile na predpostavki, da so meritve prevodnosti odvisne tudi od
medelektrodne razdalie. Da bi preverili to predpostavko, so meritve izvajali na vegji misici
(zajec) in na manjsi (podgana). Svojo predpostavko so tudi potrdili, zato smo med Stevilnimi
meritvami izbrali samo tiste, pri katerih se medelektrodna razlika ujema s tistimi v literaturi.

Bodakian in Hart (1994) [30] sta uporabljala dvoelektrodno tehniko, zanimale pa so ju
predvsem spremembe v dielekiri¢nih lastnostih mesa s ¢asom. Meritve sta izvajala na
govejem in pis¢andjem mesu in sicer na vzorcih takoj po smrti Zivali (v dveh urah) in na
komercialno kupljenih vzorcih mesa, pri 20°C. Med opravlienimi meritvami smo v grafu
zbrali samo fiste, ki so bile narejene na svezem mesu.

Meritve Schwana in Kaya (1957) [28] se ne locujejo posebej za longitudinalno in
transverzalno smer, ampak je orientacija elektrod naklju¢na glede na orientacijo migi¢nih
vlaken. Objekt meritev je pasja midica in sicer v okolici srca, in situ, v nizkofrekvenénem
podro¢ju (10Hz-10kHz), z dvoelektrodno tehniko, s popravljenimi rezultati zaradi polarizacije
elektrod.
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Slika 11: Specifi¢na prevodnost misice
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Slika 12: Relativna dielektri¢nost misice
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o Rak Parallel {Invive) @ 37°C £1°C (1E1-1E5Hz) Giglen ¢t al, 1984 —
¢ Caning Parallel @ 36-38°C (1E2-1E6HZ) Epstein & Foster, 1983

Bovine Parallel @ 20°C (1E1-1E5HZ) Bodakian & Hart, 1994

Canine (In situ) (1E1-1E4Hz) Schwan 19%6,57,63 (in Durney et al, 1988)

Rak Transverse (In vive) @ 37°C £1°C (1E1-1E5HZ) Giglen ¢t al,1984

Caning Transyerse @ 36-38°C (1E2-1E6Hz) Epstein & Foster, 1983

Eovine Transverse @ 20°C (1E1-1E5Hz) Bodakian & Hart, 1994 b
Frog (In vive) @ 22°C (2EB-8E9HZ) Schyeartz & Mealing, 1985

Caning @ 37°C (1E5-1E8Hz) Stoy etal, 1982

Rak @ 37°C (1E5-1E8Hz) Stoy etal, 1982 —
Rak{lnvive) @ 31°C £1°C (1EB-1E10Hz) Kraszewskiebal, 1982

Feling (In vive) @ 33°C £1°C (1E8-8E9H2) Kraszewskietal, 1982

Frog (1n vivo) (1E3-1E6HZ) Hart & Dunfes, 1993 ™
Canine & 25°C{1E3-1E10Hz) Schwan & Foster, 1977

Parcing (Invive) @ 34-36°C (1EEB-1E8Hz) Hahn etal, 1980

s Feline (Invive) @ 32.1°C £2°C (1E4-1E8H2) Surovweic et al, 1986
5 Canine @ 20°C £1°C(1EE-1E10Hz) Xu etal, 1987

# Rab{lnvive) @ 37°C (4E10-9E10Hz) Edrich & Hardes, 1976

g Human @ 23-25°C (SET-9E8Hz) Joines etal, 1994

g Human (4E7-1E10Hz) Schwan, 1955

& Rat @ 30°C (1E8-2E9Hz) Joines stal, 1980 u
a Porcine & Bovine @ 37°C (2E7-1E8HZ) Osswald, 1937
¢ Owing @ 37°C (1E6-2E10Hz) Gabriel etal, 1994

& Caning (Invive) @ 34°C (1ES-2E9Hz) Burdette et al, 1980 u
Rak{Invive) @ 31°C (1ES-2E9Hz) Burdette ebal, 1980

Cwine @ 37 C(1E1-2E10H2) Cumrent study measurements
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+ # x 0

| . 2

EEE e
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a

krawafkonj, longitudinalno, 4el, manj kot 1h, 33 C
Burger & Yan Dongen, 1960

kravarkonj, transverzalno, 4el, manj kot 1 h, 33 C
Burger & Yan Dongen, 1960

clovek, lonaitudinalno, 4el, manj kat 1h, 37 C
Burger & Yan Dongen, 1960

clawek, transverzalno, 4el, manj kot 1h, 37
Burger & Van Dangen, 1960

zajec, longitudinalna, del, manj kat 1h, 37 <
Burger & Yan Dongen, 1960

Zajec, transverzalno, del, manj kat 1h, 37 C
Burger & Wan Dongen, 1960

pes, longitudinalng, 4el., anesteziran, telesna temp.
Rush, Ahildskow, McFee, 1963

pes, transverzalno, 4el., anesteziran, telesna temp.
Rush, Ahildskow, McFee, 1963

pes, lonotudinalno, 24el, svee izrez., telesna termp.,
Epstein & Foster, 1983

pes, transverzalno, 2Mdel, sveZe izrez., telesna temp.,
Epstein & Foster, 1983

zajec, longitudinalna, el inwivo, 37 C

Gielen, Wallinga de Jonge, Boon, 1924

Zajec, transverzalng, 4el, inwiva, 37 ©

Gielen, Wallinga de Jonge, Boon, 1924

goveding, longitudinalno, 2el, sveie meso, 20 C
Bodakian & Hart, 1994

goveding, transverzalno, 2el, svefe meso, 20 C
Bodakian & Hart, 1994

pigcanec, longitudinalno, 2el., svefe meso, 20 C
Bodakian & Hart, 1994

pigcanec, transverzalno, 2el., svefe meso, 20 C
Bodakian & Hart, 1994

pes, random arientacia, 2el, in sity, telesna temp.,
Schwan & Kay, 1947

Slika 13: Legenda misica

Prva stvar, ki jo opazimo pri potekih specifi¢ne upornosti in dielektri¢ne konstante
midice, je anizotropnost in sicer predvsem v nizkofrekvenénem podro¢ju. V tem podrodju je
tudi velika razpréenost meritev specifi¢tne prevodnosti. Se najbolj navzdol pa odstopajo
meritve Bodakiana in Harta, pri ¢emer so vrednosti za pis¢andje meso $e nekoliko nizje kot

pri govedini.

Burger in Van Dongen [20] ter Rush [21] et al porocajo o prakti¢no konstantnih
vrednostih v nizkofrekvenénem podro¢ju (polne in ¢rtkane &rte na grafu). Meritve prvih dveh
kaZejo na manj$o anizotropnost pri kravi, konju in ¢loveku in dosti ve&jo pri zajcu. Prav tako
kaZejo meritve Rush et al na veliko anizotropnost pri misici psa. To potrjujejo tudi meritve
Epsteina in Fosterja (pes) [18] in Gielen et al (zajec) [29], vseeno pa v manij§i meri.

37/88



Pri Schwanovih meritvah [28] je orientacija elekirod glede na smer misi¢nih vlaken
naklju¢na, vrednosti pa se gibliejo nekje med vrednostmi za transverzalno orientacijo, v
primerjavi z ostalimi, kar potrjuje domnevo vedine raziskovalcev, da je za merjenje
longitudinalnih vrednosti pomembno ujemanie orientacije elekirod z orientacijo vlaken. S tem
razmi$ljanjem pa se ne sklada porocilo Epsteina in Fosterja, ki pravi da Ze 5 stopinjska
napaka v orientaciji rezultira v 18% vi§jih rezultatih za transverzalno prevodnost in 0.4% niZjih
rezultatih za paralelno prevodnost tkiva.

Bodakian in Hart [30] porocata o razliki v izkazovanju anizotropije med komercialno
kuplienim in svezim mesom. Sveze meso izkazuje vecjo anizotropijo elekiri¢nih lastnosti in
manj$o frekvenno odvisnost prevodnosti. Ugotovljeno je bilo, da je pri svezem govejem
mesu vzdolZna prevodnost priblizno 2x vrednost pre¢ne. Anizotropija je dosti vi§ja kot pri
komercialno kuplieni govedini. Isto so izmerili pri pis¢an¢jemu mesu (sveZze meso
long/trans=2, kuplieno meso long/trans=50%). Opazili so tudi, da v kiloher¢nem
frekvenénem podro¢ju prevodnost svezega mesa nara$¢a hitro s frekvenco, pri kuplienem
mesu pa je v tem podrodju skoraj konstantna. Kljub na splo$no manjsi frekvenéni odvisnosti
pri nizkih frekvencah pa je vseeno pri misici opaziti vse tri vrste disperzije.

Za relativno dielektri¢nost imamo na voljo manj meritev, prav tako pa je lepo vidna
anizotropnost. Tudi tu se pri nizkih frekvencah pojavljajo napake, anizotropnost pa je $e
nekoliko vedja.

Do sedaj narejene $tudije sovpadajo v tem da je pri nizkih frekvencah prevodnost v
transverzalni smeri priblizno 10-15% prevodnosti v paralelni smeri.

3.3.4. KOZA

KoZa je sestavljena iz ve¢ plasti. K njenim dielektri¢nim lastnostim najbolj prispeva
zunanija plast, stratum corneum, ki je sestavlien iz keratinskih plasti, njegova debelina pa je
priblizno 40 um. Globlje plasti koZe sestojijo iz bolj prevodnih plasti, epidermisa in dermisa.
V nadaljevanju bomo obravnavali vsako plast posebej, najprej pa je tu nekaj meritev Gabriel
et al [19] in zbranih podatkov iz literature iste raziskave, kjier najdemo podatke za koZo, pa
tudi posebej za stratum corneum. (slika 14 — slika 19)
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Slika 14: Specifi¢na prevodnost suhe koze

1.0E+11

1.0E+7

SUHA KOZA

1.0E+6

1.0E+5

1.0E+4
L.

1.0E+3

1.0E+2

1.0E+1

1.0E+0

1.0E+1

1.0E+2

1.0E+3 1.0E+4 1.0E+5 1.0E+E 1.0E+7 1.0E+§ 1.0E+8 1.0E+10

frekvenca (Hz)

Slika 15: Relativna dielektri¢nost suhe koze

Hurman (In vive-emple) (1E8-1E9HZ) Grant <t al, 1988

Hurman (In vivo) (3E>-1E9Hz) Tamura etal, 1994

Human (sratum corneum) (1E1-1E6HZ) Tamamaoto & ramameote, 1976
Hurman (In vive-neck) (1ES-1E9Hz) Grant et al, 1988

Hurman (In vive-abdomen) (1E8-1E9Hz) Grant etal, 1988

Hurman (In vive-forganm) 1E1-2E10Hz) Current study mesasuremsnts

Slika 16: Legenda suha koza
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Slika 17: Specifi¢na prevodnost mokre koze
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Slika 18: Relativna dielektri¢nost mokre koze

e Canine @20°C (1ES-1E10Hz) Xu 2t al, 1987
o Human (gxcised) @ 20°C (1E7-1E8HZ) Bhattacherjse et al, 1995

s Human (granular associabed with wet values) (1E1-1EGHZ) Tamamoto & Tamamoto, 1976

Human (excised) @ 37°C (2E9-5ESHZ) Cook, 1952

o Human (excised) @ 37°C (9E9-2E10Hz) England, 1950

Hurman (In yivo-forearmm) (1E1-2E10H2) Cumrent study measurements

Slika 19: Legenda mokra koza
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3.3.4.1. STRATUM CORNEUM

Predvsem pri nizkih frekvencah (pod 10 kHz) k impedanci koZe najve¢ doprinese
stratum corneum, pa eprav je ta, najbolj zunanja plast koZe, najtani$a. Raziskave kaZejo, da
ie pri 10 kHz deleZ stratum corneuma v celotni impedanci koZe priblizno 50 %, pri 100 kHz
pa samo $e 10%. Debelina stratum corneuma je od 10 um pa vse do 1T mm ali pa ved
(recimo na peti stopala), povpre¢no nekje 40 um [13].

Stratum corneum predstavlja ucinkovito pregrado prehajanja snovi skozi koZo.
lzvenceli¢ni prostor napolnjuje velplastni lipidni dvosloj, vegji del stratum corneuma pa je
sestavljen iz roZevinastih celic. Njihova relativno prepustna celi¢na notranjost obi¢ajno ni
dovzetna za transport, saj je obdana z relativno neprepustnimi medceli¢nimi lipidi.

3.3.4.2. NIZJE LEZECE PLASTI - EPIDERMIS, DERMIS

Epidermis predstavlja zgornjo, zas¢itno plast, dermis pa daje koZi ¢vrstost in elasti¢nost.
Epidermalni sloj je relativno tanek (0.06 — 0.8 mm), debelina dermisa pa je priblizno 7 krat
vedja. Pod dermisom se nahaja subcutis, ki globlje prehaja v plast mas¢obnega tkiva, ki sega
do misi¢nega tkiva.

Podatke o dielektri¢nih lastnostih stratum corneuma in nizje lezecih plasti koZe smo nasli
v raziskavi Yamamoto in Yamamoto, 1976 [35],[36]. Meritve so izvajali tako, da so
postopoma, s celuloznim lepljivim trakom, odstranjevali plasti stratum corneuma, dokler ga
niso popolnoma odstranili. Med odstranjevanjem plasti so v nizkofrekvenénem podrocju (pod
10 kHz) opazili zelo hitro nara$¢anje prevodnosti, kar kaZe na to, da k veliki upornosti koze
res najve¢ doprinese stratum corneum. Specifi¢no prevodnost in relativno dielektri¢nost plasti
kazeta slika 20 in slika 21.
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Slika 20: Specifi¢ne prevodnosti plasti koZe (stratum corneuma in niZje lezecih plasti)
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Slika 21: Relativne dielektri¢nosti plasti koZe (stratum corneuma in nizje lezecih plasti)

¢ Stratum corneum
® NiZje leZzele plasti koZe (epidermis, dermis)

Slika 22: Legenda plasti koze

Iz zgornjih slik je razvidno, da je pri nizkih frekvencah specifi¢na prevodnost stratum
corneuma za velikostni razred 10* manj$a od specifi¢ne prevodnosti nizje lezecih plasti koze.
Vseeno pa h konénemu prispevku upornosti koze prinese manj kot toliko, saj je plast stratum
corneuma dosti tanja od ostalih plasti. Pri vi§jih frekvencah pa se ta razlika opazno
zmanjduje (pri 1 MHz je specifi¢na prevodnost stratum corneuma le $e priblizno 20x manij$a
od spec. prev. nizje lezecih plast). ZmanjSevanje razlike opazimo tudi pri podatkih za
relativno dielektri¢nost.

3.3.5. KOST

Prevodnost kosti je zelo nizka. V primerjavi z ostalimi tkivi jo lahko smatramo za
izolator. V literaturi ne zasledimo veliko podatkov o dielekiri¢nih lastnostih kosti, nekaj
malega smo zasledili samo v &anku Geddesa in Bakerja [16] (1967). Od vseh tkiv v
¢loveskem telesu je prevodnost kosti najbolj spremenljiva. To ni presenetljivo, saj je kost po
svoji strukturi zelo nehomogena. Na primer lobanja sestoji iz dveh gostih, slabo prevodnih
kosov, med katerima je spuzvasto tkivo polno krvi, ki je dober prevodnik. Podobno so tudi
dolge kosti v resnici slabo prevodni votli valji, napolnjeni z visoko prevodnim, Zilnatim
kostnim mozgom, ki je vir rdecih krvni¢k. Zato so podatki o specifi¢ni upornosti kosti zgolj
informativni in nam predvsem kaZejo na tezko naravo meritev na kosteh.
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Vseeno pa kost lahko obravnavamo kot izolator, vpliv bolj prevodnega kostnega mozga
pa zanemarimo, saj ne obstaja nobena prevodna pot do njega [21].

V ¢lanku Geddesa in Bakerja [16] zasledimo naslednje podatke o prevodnosti kosti:

Tabela 1: Podatki o prevodnosti kosti

tkivo spec. prev. frekvenca temp. merilna referenca
(S/m) tehnika
¢lovesko 0,00625 nizka, ECG spek. ni podano 2 Lepeschkin, 1951
¢lovesko 0,0555 1 MHz sveze, med telesno in sobno 2 el. Hemingway, 1932
0,0219 audio 37 2
krava/prasi¢ 0,027 25-100 MHz 37 2 Osswald, 1937
0,016 audio 20 2
0,02 25-100 MHz 20 2

3.3.6. OBMOCIJA VREDNOSTI DIELEKTRICNIH KONSTANT OBRAVNAVANIH TKIV

Na koncu so v preglednici (tabela 2) 3e enkrat zbrane nizkofrekvencne vrednosti
specifi¢cne prevodnosti in relativne dielekiri¢nosti obravnavanih tkiv. Podana so obmogja
vrednosti, ki smo jih nadli v literaturi, z izlo¢itvijo najbolj odstopajoc¢ih meritev. Te vrednosti
smo tudi uporabili v nadaljnih izradunih.

Enosmernih vrednosti v literaturi skoraj ne zasledimo, zato moramo na njih sklepati iz
nizkofrekvencnih vrednosti (pri 10 ali 100 Hz). Ekstrapolacijo pri tej frekvenci lahko izvedemo,
saj nenadna sprememba zaradi a disperzije nastopi pri vi§jih frekvencah, pod njo pa so
vrednosti skoraj konstantne [28].

Tabela 2: Obmo¢ja vrednosti specifi¢ne prevodnosti in relativne dielektri¢nosti obravnavanih tkiv

SPEC. PREVODNOST (S/m) REL. DIELEKTRICNOST
TUMOR 0.22 - 0.4 60 000 (pri 1 kHz)
MASCOBA 0.02 - 0.04 10 000 000 (pri 10 Hz)
MISICA transverzalno 0.04-0.14 1 500 000 — 40 000 000 (pri 10 Hz)
longitudinalno 0.3-0.8 10 000 000 — 66 000 000 (pri 10 Hz)
KOZA (SUHA) 0.00002 - 0.0002 1400 — 6600 (pri 10 Hz)
KOZA (MOKRA) 0.0003 -0.2 (2) 100 000 - 800 000
stratum corneum 0.0000125 10000 (pri 2 Hz)
niZje plasti 0.227 1200 000 (pri 2Hz)
KOST malo podatkov: ~ 0.006 ni podatkov
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Kot je razvidno iz tabele 2, ima tumor eno izmed vedjih prevodnosti, ve¢jo kot tkiva v
katerih raste. Pri dolo¢evanju prevodnosti tumorja se pojavi veliko razlik, v prvi vrsti poznamo
vel vrst tumorjev, po drugi strani pa je tudi sam tumor zelo nehomogena struktura. Ma$¢oba
ie zaradi svoje nizke vsebnosti elektrolitov eden izmed naijslabsih prevodnikov v &loveskem
telesu, $e niZja pa je prevodnost kosti in koZze. Za kost zasledimo v literaturi zelo malo
podatkov, zaradi njene nehomogene strukture je namre¢ tezko meriti njene dielekiri¢ne
lastnosti, lahko jo smatramo tudi kot izolator, saj kljub vsebnosti bolj prevodnega kostnega
mozga ne obstaja nobena prevodna pot do njega. K nizki prevodnosti koZe najve¢ doprinese
njena zunanja plast, stratum corneum, niZje plasti koZe izraZajo prevodnosti, ki so dosti bolj
primerljive z ostalimi tkivi.

MiSica je med obravnavanimi tkivi edino tkivo, ki izraZa visoko stopnjo anizotropnosti,
(prevodnost je vi§ja v longitudinalni smeri), vendar pa se anizotropne lastnosti pri vi§jih
frekvencah (nad 100 kHz) za¢nejo zmanjsevati.

Razlike med Zivalskimi vrstami obstajajo, vendar jih je iz podatkov zbranih v literaturi
tezko dolociti, saj so bile meritve narejene v razliénih okolid¢inah in je tezko oceniti kateri
izmed dejavnikov ima najvedji vpliv. Med vsemi bi bilo potrebno izpostaviti predvsem ¢as med
smrijo osebka in izvedbo meritev, saj se tu zelo hitro pojavijo spremembe, tkivo s ¢asom
postaja vedno bolj prevodno. Seveda pa je tu predvsem pomembna tudi izbira merilne
tehnike in geometrije merilne celice, ki v meritve vnasa sistematsko napako. Zato meritve
razli¢nih raziskovalcev, narejene v zelo razli¢nih okolid¢inah, dostikrat tezko primerjamo med
sabo in zato tudi tezko ocenimo, kateri rezultati so blizje pravim vrednostim.
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4. POTEK ELEKTROPORACIJE V MODELU

4.1. PORAZDELITEV ELEKTRICNEGA POLJA PRED ELEKTROPORACIJO

Za porazdelitev elekiri¢nega polja v materialu moramo poznati njegove snovne
lastnosti, torej specificno prevodnost in relativno dielektri¢nost. Vrednosti obeh snovnih
konstant za tkiva, ki sestavljajo nag model, smo podali v prej$njem poglavju, v nadaljevaniju
pa bomo pri obravnavi matematiénega modela uporabliali le prvo, torej specifi¢no
prevodnost, saj je napetost na elektrodah enosmerna, analiza torej poteka v enosmernih
razmerah in nam zato pri rac¢unanju porazdelitve polja v modelu ni treba upostevati razli¢nih
vrednosti relativne dielektri¢nosti tkiv.

Elektri¢no polje se po tkivu porazdeli v skladu z ugotovitvami in izpeljavami, ki smo jih
obravnavali v poglaviju 3.1. Ko torej na elekirodi pritisnemo napetost, se bo polje porazdelilo
po modelu v razmerjih, ki jih narekuje specifi¢cna prevodnost tkiv. Polie bo najvecje v tkivih z
najmanij$o vrednostjo specifi¢ne prevodnosti, kjer je gradient potenciala najvedji. V nasem
primeru se skoraj celoten padec napetosti pojavi na plasti koze, katere specifi¢na prevodnost
ie kar za 100 do 1000 krat manj$a od specifi¢nih prevodnosti nizje lezecih tkiv.

Na slikah 23 a)-h) vidimo porazdelitve elekiricnega polja, ko na model pritisnemo
napetost, torej pred elektroporacijo. Iz prej$njega poglavja vidimo, da so obmo¢ja v katerih
se gibliejo vrednosti snovnih konstant tkiv, zelo $iroka, zato smo porazdelitve elekiri¢nega
polia pred elektroporacijo izra¢unali z razli¢nimi vrednostmi specifi¢nih  prevodnosti
posameznih tkiv z roba obmodij vrednosti, ki jih podajamo na koncu prej$njega poglavja.
Vidimo, da pred elektroporacijo ni opaznih razlik v porazdelitvi polja, saj se celoten padec
napetosti pojavi na tkivu z najmanij$o specifi¢no prevodnostjo, torej koZi, ki ima priblizno za
faktor 100 do 1000 vi§jo upornost od ostalih tkiv.

V procesu elektroporacije pa elektri¢no polje "prodre" v notranjost modela, saj se pod
vplivom visokega elektricnega polja v koZi le-ta elektropermeabilizira, kar se odraza v
povetanju specifitne prevodnosti  koze. V naslednjem koraku, torej ko je koza
permeabilizirana, je porazdelitev elekiri¢nega polja drugac¢na, tako lahko dovolj visoko polje
doseze tudi nizje lezeca tkiva. Predvsem nas pri tem zanima tumor, ki je pravzaprav cilino
tkivo elekirokemoterapije, zato je permeabilizacija tam najbolj pomembna [37]-[42].

45/88






Slika 23: Porazdelitev elektriénega polja pred elektroporacijo z razli¢nimi vrednostmi zacetnih
specifi¢nih prevodnosti a) minimalna vrednost misica (0,04 S/m pre¢no, 0,3 S/m vzdolzno) b)
maksimalna vrednost misica (0,14 S/m pre¢no, 0,8 S/m vzdolzno) c) minimalna vrednost tumor (0,22
S/m) d) maksimalna vrednost tumor (0,4 S/m) e) minimalna vrednost mas¢evie (0,02 S/m) f)
maksimalna vrednost ma$cevie (0,04 S/m) g)minimalna vrednost koza (0,0002 S/m) h) maksimalna
vrednost koza (0,02 S/m)

4.2. DOGAJANUJE V TKIVU MED ELEKTROPORACIJO

Med analizo dogajanja v tkivu moramo torej spreminjati vrednost specifi¢ne
prevodnosti posameznih tkiv v skladu s stopnjo permeabiliziranosti tkiva. Tak$nega
spreminjanja lastnosti tkiv nam program EMAS sicer ne omogoda, zato smo za potrebe
sekvenéne simulacije dogajanja v tkivu naredili program [43], ki v vhodni EMAS-ovi datoteki
spremeni specifi¢ne prevodnosti elementov v katerih je vrednost elektri¢ne poljske jakosti visja
od vnapre| dolo¢enega praga. Po predelavi vhodne datoteke nato analizo zazenemo z
novimi lastnostmi tkiv, le-ta izra¢una elektri¢no polje, na podlagi izracuna pa potem spet s
programom spremenimo vhodno datoteko. To ponavljamo poljubno dolgo, oziroma dokler
se cel proces ne ustavi in elektri¢no polje nikjer ve¢ ne doseZe nadpragovne vrednosti. Proces
elektroporacije v modelu je torej zakljucen.

Za potrebe sekvenéne analize pa moramo poznati pragovne vrednosti elektri¢ne
napetosti, pri kateri v tkivu pride do permeabilizacije, seveda za vsako tkivo posebej, in pa
stopnjo spremembe specifi¢ne prevodnosti tkiva po permeabilizaciji. Pri doloditvi teh vrednosti
smo se opirali na ekperimentalne podatke in tudi na sicer zelo skopo literaturo. Podatke v
literaturi smo nasli predvsem za kozo [37]-[42].
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4.2.1. SEKVENCNA ANALIZA V EMAS-u

Za potrebe sekvencne analize v EMAS-u je potreben ro¢ni postopek priprave modela za
analizo. Generirati moramo vhodno datoteko, ki vsebuje vse podatke o modelu in jo lahko
uporabimo za izraun brez grafi¢nega vmesnika, torej s programom, izdelanim posebej za to
[43]. V vhodni datoteki programa EMAS se nahaja vsa informacija, potrebna za obdelavo. S
tako pripravljeno datoteko lahko analizo poZenemo kadarkoli iz ukaznega okna, lahko jo
zazenemo celo na drugem ra¢unalniku.

Podatki o poteku sekvenéne obdelave so zbrani v datoteki s kon&nico spe, ki je Ze del
skupine spremljajocih datotek programa za sekvenéno obdelavo. Datoteka vsebuje naslednje
parametre:

e nov zacletni robni pogoj, torej napetost na elektrodah, kar je zelo uporabno pri nasih
izra¢unih, saj nas bo zanimal potek toka skozi model pri razliénih napetostih na
elektrodah, moZnost spreminjanja teh zaletnih pogojev brez da bi pri tem morali
spreminjati model, pa nam prihrani veliko ¢asa.

e seznam vseh materialov, ki nastopajo v modelu, katerim lahko vsakemu posebej
dologimo vel parametrov, ki so pomembni za potek poracije. Ti parametri so:
0 dolocitev ali bomo materialu sploh spreminjali specifi¢no prevodnost
0 tip poracije: imamo ve¢ moZnosti poracije in sicer: stopnicasta, linearna
(rampa), dva eksponentna poteka (1-e*in €*-1), sigmoidna poracija.
0 faktor za katerega se nad dologeno pragovno vrednostio elekiricnega polja
(reverzibilni prag poracije) spremeni specifi¢na prevodnost materiala
0 prag poracije, ter zgornji, torej ireverzibilni prag poracije pri vseh nadcinih
poracije, razen pri stopnic¢astem.

Pri dolocitvi tipa poracije lahko spreminjamo tudi strmino funkcije, s katero opisujemo
poracijo med reverzibilnim in ireverzibilnim pragom poracije. To seveda velia le za
eksponentna in sigmoidni potek. Enacbe teh treh potekov podajajo enacbe 4.1, 4.2 in 4.3.
Naklon potekov dolo¢amo s konstanto B, na sliki 24 pa vidimo nekaj potekov za razli¢ne
vrednosti konstante B.

(x—EQ)
fix)=A(l—e & )+vy,, kier je
EO-E1

A=(n—1,)/(1-e ® )

(4.1)

fx)=Ale & =N+, kier je

fol (4.2)
A:(Yo_'Y1)/(e 5 =)
A—x
fxX)=yo +(rn—70)/0+e ® ),  Kerje
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Slika 24: Vpliv konstante B na poteke poracije med reverzibilnim in ireverzibilnim pragom poracije za:
a) eksponentni potek 1-¢*, b) eksponentni potek e*-1, c) sigmoidni potek

4.3. DOLOCITEV PRAGOVNIH VREDNOSTI ELEKTRICNEGA POLIA IN
SPREMEMB PREVODNOSTI

Opravliena je bila ob$irna $tudija odgovora razli¢nih Zivalskih tkiv na visokonapetostne
pulze [44]. Visokonapetostni pulzi so bili tkivu dovedeni neposredno ali pa posredno (preko
koze). Uporabliene so bile plo3c¢ate elekirode na jetrih podgane, midici podgane in tumorju
mii, ter igelne elekirode na jetrih in misici zajca. Posebej so bile opravliene tudi meritve s
plo$¢atimi elektrodami na sami koZi podgane. V vseh eksperimentih je bil za elektroporacijo
tkiva uporabljen vlak osmih pulzov z enosekundno pavzo med njimi. Po dovedenih pulzih je
bila izmerjena sprememba impedance tkiva, s katero zasledujemo proces elektroporacije.

Zanimajo nas pragovne vrednosti elekiri¢nega polja in spremembe specifi¢ne
prevodnosti koZze, mas¢obe, tumorja in midice. V omenjeni raziskavi najdemo vsa omenjena
tkiva razen mas$¢obe. V EMAS-u smo zgradili modele miSice, koZne gube in tumorja s
katerimi poizku§amo ¢imbolj verno predstaviti geometrijo realnega objekta meritev. Vzeli smo
meritve, ki so bile narejene s plo$¢atimi elektrodami in 100 us pulzi, saj so bile le-te najbolj
reprezentativne.
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4.3.1. MISICA

4.3.1.1. MERITVE NA PODGANAH

Postavitev elekirod pri elektroporaciji miice vidimo na sliki 25. Elekirode so bile
postavljene neposredno na misico, torej pod koZo, razmak med elektrodama je bil 5,7 mm.

misica

l#—
J?i

koza

kost

Slika 25: Postavitev elektrod pri elektroporaciji misice

Za dolocitev pragovnih vrednosti elekiri¢nega polja in sprememb specifi¢nih upornosti
nas zanimajo predvsem:

e potek toka v odvisnosti od napetosti na elektrodah; opazujemo tok na koncu pulza. Iz
poteka lahko dolo¢imo reverzibilni in ireverzibilni prag poracije, saj se pri meji
reverzibilne poracije povea prevodnost objekta, skozenj stece vedji tok, kar se odraZa v
spremembi naklona poteka odvisnosti;

e upornost objekta v odvisnosti od napetosti na elekirodah, ki ga opazujemo na koncu
pulza; iz poteka lahko dolo¢imo pragove ireverzibilne in reverzibilne poracije (to je tam,
kier opazimo spremembo upornosti) in pa priblizno stopnjo spremembe upornosti;

e vnos Cr' EDTA v odvisnosti od napetosti na elektrodah; tudi tu sta reverzibilni in
ireverzibilni prag lepo vidna in sicer takrat, ko vnos naraste oziroma se zmanja.

Vse tri poteke vidimo na sliki 26 in sicer v odvisnosti od napetosti na elekirodah,
normirane z razdaljo med njima. V primeru homogenega elekiri¢nega polja bi to pomenilo
kar jakost homogenega elekiriénega polja med elektrodama. V resnici polje na robu elektrod
ni homogeno, poleg tega se zaradi kemic¢nih reakcij, ki potecejo na stiku tkivo-elektroda, tam
pojavi $e dodaten padec napetosti. Vseeno pa je polie v ve¢jem delu prostora med
elekrodama, kjer je merjenec, homogeno in skoraj enako razmerju med napetostio in
razdaljo med elekirodama. Zato je napaka, ki jo naredimo, ¢e to polie uporabimo za
priblizno dolo¢itev pragov elekiroporacije v tkivu, zadosti majhna. Na vseh slikah sta vrisana
reverzibilni (modra ¢&rtkana ¢rta) in ireverzibilni (rdeca értkana &rta) prag poracije.
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Slika 26: Poteki a) toka, b) upornosti objekta in c) vnosa Cr' v odvisnosti od teoreti¢nega
elektricnega polja med elektrodama (U/d) pri misici

Iz potekov je razvidno, da se prag reverzibilne poracije tkiva nahaja nekje pri jakosti
teoreti¢nega elekiricnega polja 200 V/cm, prag ireverzibilne poracije pa pri priblizno 450
V/em.

4.3.1.2. MODEL V EMAS-u

V EMAS-u smo zgradili model elektroporacije misice brez koze, ki ga vidimo na sliki 27.
Elektrod fizicno nismo modelirali, saj to poenostavi izracun (zaradi manjdega S$tevila
elementov je izracun hitrej$i), ne vpliva pa na rezultat. Pritisnjeno napetost smo modelirali kot
robni pogoj. Prav tako nismo modelirali kosti, saj zaradi svoje oddaljenosti od vzbujanja in
neprevodne narave prav tako ne prispeva bistveno k natanénosti rezultatov.
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Qlektrodo

Slika 27: Geometrija modela elektroporacije misice brez koze

Ker model vzbujamo z napetostio med plo$catima elekirodama, nas bolj kot odvisnost
toka od teoreti¢nega elekiricnega polja, torej razmerja U/d, zanima odvisnost od napetosti
med elektrodama, zato to odvisnost $e enkrat podajamo na sliki 28, kjer sta z modro in
rdeco ¢rto oznadena pragova reverzibilne in ireverzibilne elekiroporacije (114 Vin 257 V).
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Slika 28: Potek toka v odvisnosti od napetosti med elekirodama pri misici
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Sekven¢na obdelava v EMAS-u nam omogoda racunanje reakcijskega toka skozi
model. Dobljene toke lahko potem neposredno primerjamo z rezultati meritev in prilagajamo
parametre poracije pri sekvenéni obdelavi toliko ¢asa, da se oba poteka ¢imbolj ujemata. Za
zaletne vrednosti prevodnosti miSice smo po pregledu podatkov iz tretiega poglavia vzeli
vrednosti 0,09 in 0,6 S/m za prevodnosti v pre¢ni in vzdolzni smeri. Seveda pa so te vrednosti
samo orientacijske in jih bomo po primerjavi rezultatov iz modela in eksperimentalnih
podatkov prilagajali, dokler skupaj z drugimi parametri poracije ne dosezemo kar
najboli$ega ujemanija. Na sliki 29 vidimo kon¢&ni rezultat modeliranja poteka elektroporacije
v misici.

4 meritve
44 ---- —e— model T T T T T T T T  ee T

Tok skozi model (A)

0 50 100 150 200 250 300 350
Napetost na elektrodah (V)

Slika 29: Primerjava poteka odvisnosti reakcijskega toka od napetosti na elektrodah med
eksperimentalnimi podatki in matemati¢nim modelom v EMAS-u — misica.

Prileganje modela na eksperimentalne podatke, ki ga vidimo na sliki 29, smo dosegli
pri naslednjih vrednostih parametrov:

e Tip poracije: = funkcija e*-1
e Sprememba prevodnosti: = 4 kratno povecanie
e Pragovi poracije: = reverzibilni: 200 V/cm
ireverzibilni: 450 V/cm
e Naklon poteka med pragovi: = B=15.000
e Zaletne specifi¢ne prevodnosti: = 0,735 S/m vzdolZno; 0,11 S/m pre¢no

Na sliki 30 vidimo funkcijo poteka poracije, s katero smo dosegli zgornje rezultate, slika
31 pa prikazuje porazdelitve elektri¢nega polja v misici na koncu pulza, torej ko je proces
elektroporacije stekel do konca, za razli¢ne napetosti na elektrodah. S temno rde¢o barvo so
oznacena podrodja, ki so nad reverzibilnim pragom poracije. Vidimo da se ta obmogja
zacnejo pojavljati pri vzbujalni napetosti 100 V, od 150 V naprej pa je celoten del miSice
med elektrodama nad reverzibilnim pragom poracije.
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Slika 30: Uporabljena funkcija poteka elekiroporacije za misico
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Slika 31: Porazdelitev elektri¢cnega polja po koncu elektroporacije v miici za razli¢ne napetosti

55/88



4.3.2. KOZNA GUBA

4.3.2.1. MERITVE NA PODGANAH

Postavitev elektrod pri elektroporaciji koZne gube vidimo na sliki 32, razmak med
elektrodama je bil 2,8 mm.

Slika 32: Postavitev elektrod pri elektroporaciji kozne gube

Za dolotitev pragovnih vrednosti elekiri¢nega polja in sprememb specifi¢nih upornosti
nas zanimajo isti poteki kot pri misici, le da tu nimamo podatkov o vnosu Cr' v odvisnosti od
napetosti na elekirodah. Na razpolago sta nam le poteka:

e toka v odvisnosti od napetosti na elekirodah; opazujemo tok na koncu pulza; iz poteka
lahko dolo¢imo reverzibilni in ireverzibilni prag poracije, saj se pri meji reverzibilne
poracije poveca prevodnost objekta, skozenj stece vegji tok, kar se odraza v spremembi
naklona poteka odvisnosti;

e upornosti objekta v odvisnosti od napetosti na elekirodah, ki ga opazujemo na koncu
pulza; iz poteka lahko dolo¢imo pragove ireverzibilne in reverzibilne poracije (to je tam,
kier opazimo spremembo upornosti) in pa priblizno stopnjo spremembe upornosti.

Oba poteka vidimo na sliki 33 in sicer v odvisnosti od napetosti na elekirodah,
normirane z razdaljo med njima. V primeru homogenega elekiricnega polja bi to spet
pomenilo kar jokost homogenega elektri¢nega polja med elekirodama. V resnici polie na
robu elektrod ni homogeno, poleg tega se zaradi kemi¢nih reakcij, ki potecejo na stiku tkivo-
elektroda, tam pojavi $e dodaten padec napetosti. Vseeno pa je polje v ve¢jem delu prostora
med elektrodama kjer je merjenec, homogeno in skoraj enako razmerju med napetostjo in
rozdaljo med elekirodama. Zato je napaka, ki jo naredimo, ¢e to polie uporabimo za
priblizno dolocitev pragov elektroporacije v tkivu, zadosti majhna. Na vseh slikah sta vrisana
reverzibilni (modra &rtkana ¢rta) in ireverzibilni (rdeca ¢rtkana ¢rta) prag poracije.

Iz potekov je razvidno, da se prag reverzibilne poracije pojavi v tkivu nekje pri jakosti
teoreti¢nega elektri¢nega polja 400 V/cm, prag ireverzibilne poracije pa pri priblizno 1000

V/cm.
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Slika 33: Poteki a) toka in b) upornosti objekta v odvisnosti od teoreti¢nega elektriénega polja med
elektrodama (U/d) pri kozni gubi

4.3.2.2. MODEL V EMAS-u

V EMAS-u smo zgradili model elektroporacije koZne gube, ki ga vidimo na sliki 34. Tudi
tu elektrod fizicno nismo modelirali, zaradi poenostavitve modela in manj$ega ¢asa
potrebnega za izralun polja zaradi manj$ega S$tevila elementov. Pritisnjeno napetost smo
modelirali kot robni pogoj. KoZo smo modelirali kot homogeno strukturo in je nismo razdelili
na plasti koze, ki smo jih opisali v tretiem poglavju. Zaradi velikih razlik v debelinah
posameznih plasti bi namre¢ model postal preve¢ kompliciran in lahko bi se pojavljali
numeri¢ni problemi, ob katerih bi bil izra¢un celo nemogoé. Zato vzamemo kozo kot
homogeno strukturo z neko povpreéno specifi¢no prevodnostio.

Robni pogoj, torej napetost, ki jo pritisnemo na model, smo dolo¢ili na podrodju, ki je
na sliki 34 oznacen s svetlej$o sivo barvo. S tem, ko robni pogoj dolo¢imo na malce $irfem
obmodju, kot je le stik elektrode s koZo, simuliramo vpliv prevodnega gela med elekirodami
in merjencem, zaradi katerega se podro¢je stika poveca.

Ker model tudi tu vzbujamo z napetostjo med plo$¢atima elektrodama, nas spet bolj kot
odvisnost toka od teoreti¢nega elektri¢nega polja, torej razmerja U/d, zanima odvisnost od
napetosti med elektrodama, zato to odvisnost $e enkrat podajamo na sliki 35, kjer sta z
modro in rdeco &rto oznadena pragova reverzibilne in ireverzibilne elektroporacije (112 V in
280 V).

57/88



elektroda

-

-

Slika 34: Geometrija modela elektroporacije kozne gube
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Slika 35: Potek toka v odvisnosti od napetosti med elektrodama pri kozni gubi
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Kot pri misici smo tudi pri kozni gubi s sekvenéno obdelavo izra¢unali reakcijski tok
skozi model in dobliene toke potem primerjali z rezultati meritev. Parametre poracije pri
sekvenéni obdelavi smo prilagajali toliko ¢asa, da sta se oba poteka ¢imbolj ujemala. Za
zaletno vrednost prevodnosti koze smo po pregledu podatkov iz tretiega poglavia vzeli
vrednost 0,0002 S/m, kon&na uporabliena vrednost pa je podana v nadaljevanju. Na sliki
36 vidimo konéni rezultat modeliranja poteka elektroporacije v kozni gubi.

2

T

|

|

:

¢ meritve |
|

—e— model ;
|

|

|

|

|

|

Tok skozi model (A)

0 50 100 150 200 250 300 350
Napetost na elektrodah (V)

Slika 36: Primerjava poteka odvisnosti reakcijskega toka od napetosti na elektrodah med
eksperimentalnimi podatki in matemati¢nim modelom v EMAS-u — kozna guba.

Prileganje modela na eksperimentalne podatke, ki ga vidimo na sliki 36, smo dosegli
pri naslednjih vrednostih parametrov:

e Tip poracije: = funkcija e*-1

e Sprememba prevodnosti: = 80 kratno povecanie

e Pragovi poracije: = reverzibilni: 400 V/cm
ireverzibilni: 900 V/cm

e Naklon poteka med pragovi: = B=30.000

e Zaletna specifi¢na prevodnost: = 0,002 S/m

Na sliki 37 vidimo funkcijo poteka poracije, s katero smo dosegli zgornje rezultate, slika
38 pa prikazuje porazdelitve elektri¢nega polja v kozni gubi na koncu pulza, torej ko je
proces elektroporacije stekel do konca, za razli¢ne napetosti na elekirodah. S temno rdeco
barvo so oznagena podro¢ja, ki so nad reverzibilnim pragom poracije. Vidimo da se ta
obmodja za¢nejo pojavljati pri vzbujalni napetosti 100 V, od 150 V naprej pa je celotna
koZna guba nad reverzibilnim pragom poracije.
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Slika 37: Uporabliena funkcija poteka elektroporacije za kozno gubo
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Slika 38: Porazdelitev elektri¢nega polja po koncu elektroporacije v kozni gubi za razli¢ne napetosti.
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4.3.3. TUMOR

4.3.3.1. MERITVE NA MISIH

Postavitev elektrod pri elektroporaciji tumorja brez koZe vidimo na sliki 39, razmak med
elektrodama je bil 5,2 mm.

_:l_:l_l

! =
fumor

Slika 39: Postavitev elekirod pri elektroporaciji tumorja

Za dolotitev pragovnih vrednosti elekiri¢nega polja in sprememb specifi¢nih upornosti
nas zanimajo isti poteki kot pri miSici in koZni gubi. Na voljo so nam iste meritve kot pri
midici, in sicer za dve razli¢ni vrsti tumorjev: migji melanom B16 in migji LPB sarkom.
Opazujemo torej poteke:

e toka v odvisnosti od napetosti na elektrodah; opazujemo tok na koncu pulza; iz poteka
lahko dolo¢imo reverzibilni in ireverzibilni prag poracije, saj se pri meji reverzibilne
poracije poveca prevodnost objekta, skozenj stece vegji tok, kar se odraza v spremembi
naklona poteka odvisnosti;

e upornosti objekta v odvisnosti od napetosti na elektrodah, ki ga opazujemo na koncu
pulza; iz poteka lahko dolo¢imo pragove ireverzibilne in reverzibilne poracije (to je tam,
kier opazimo spremembo upornosti) in pa priblizno stopnjo spremembe upornosti;

e vnos Cr' EDTA v odvisnosti od napetosti na elektrodah; tudi tu sta reverzibilni in
ireverzibilni prag lepo vidna in sicer takrat, ko vnos naraste oziroma se zmanja.

Vse poteke vidimo na sliki 40 in sicer v odvisnosti od napetosti na elektrodah,
normirane z razdaljo med njima. V primeru homogenega elektri¢cnega polja bi tudi pri
tumorju to pomenilo kar jakost homogenega elektri¢nega polja med elektrodama. V resnici
polie na robu elektrod ni homogeno, poleg tega se zaradi kemi¢nih reakcij, ki potecejo na
stiku tkivo-elektroda, tam pojavi e dodaten padec napetosti. Vseeno pa je tudi tu poljie v
vecjem delu prostora med elektrodama kjer je merjenec, homogeno in skoraj enako razmerju
med napetostjo in razdaljo med elekirodama. Zato je napaka, ki jo naredimo &e to polje
uporabimo za priblizno dolocitev pragov elektroporacije v tkivu, zadosti majhna. Na vseh
slikah sta vrisana reverzibilni (modra ¢&rtkana ¢&rta) in ireverzibilni (rde¢a &rtkana &rta) prag
poracije.

Iz potekov je razvidno, da se prag reverzibilne poracije pojavi v tkivu nekje pri jakosti

teoreti¢nega elekiricnega polja 400 V/cm, prag ireverzibilne poracije pa pri priblizno 800
V/cm.
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Slika 40: Poteki a) toka (melanom B16), b) upornosti objekta (melanom B16), c) vnosa Cr”'
(melanom B16), d) toka (LPB sarkom), e) upornosti objekta (LPB sarkom), f) vnosa Cr' (LPB sarkom) v
odvisnosti od teoreti¢nega elekiri¢nega polja med elekirodama (U/d) pri tumorju
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4.3.3.2. MODEL V EMAS-u

V EMAS-u smo zgradili model elektroporacije tumorja, ki ga vidimo na sliki 41. Tudi tu
elektrod fizi¢no nismo modelirali, zaradi poenostavitve modela in manj$ega ¢asa potrebnega
za izra¢un polja zaradi manijiega $tevila elementov. Pritisnjeno napetost smo modelirali kot
robni pogoj, kijer spet upodtevamo prisotnost prevodnega gela med elekirodami in
merjencem, tore| je obmodje, na katerem je robni pogoj, vedje kot bi bil dejanski fizi¢ni stik
med elektrodo in objektom.

5,2 mm

o

qlektroda

10,68 mm

Slika 41: Geometrija modela elektroporacije tumorja

Ker model tudi tu vzbujamo z napetostjo med plo$¢atima elektrodama, nas spet bolj kot
odvisnost toka od teoreti¢nega elektri¢nega polja, torej razmerja U/d, zanima odvisnost od
napetosti med elekirodama, zato to odvisnost $e enkrat podajamo na sliki 42, kjer sta z

modro in rdeco ¢rto oznadena pragova reverzibilne in ireverzibilne elektroporacije (208 V in
416 V).
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Slika 42: Potek toka v odvisnosti od napetosti med elektrodama pri tumorju
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Spet smo s sekvencno obdelavo izra¢unali reakcijski tok skozi model in dobljene toke
potem primerjali z rezultati meritev. Parametre poracije pri sekvencni obdelavi smo prilagajali
toliko ¢asa, da sta se oba poteka ¢imbolj ujemala. Za zacetno vrednost prevodnosti tumorja
smo po pregledu podatkov iz tretiega poglavja vzeli vrednost 0,3 S/m.
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Slika 43: Primerjava poteka odvisnosti reakcijskega od napetosti na elektrodah med
eksperimentalnimi podatki in matemati¢nim modelom v EMAS-u

Prileganje modela na eksperimentalne podatke, ki ga vidimo na sliki 43, smo dosegli
pri naslednjih vrednostih parametrov:

e Tip poracije: = funkcija 1-¢”

e Sprememba prevodnosti: = 2,5 kratno povelanje

e Pragovi poracije: = reverzibilni: 400 V/cm
ireverzibilni: 800 V/cm

e Naklon poteka med pragovi: = B=15.000

e Zadetna specifiéna prevodnost: = 0,3S/m

Na sliki 44 vidimo funkcijo poteka poracije, s katero smo dosegli zgornje rezultate, slika
45 pa prikazuje porazdelitve elektri¢nega polja v tumorju na koncu pulza, torej ko je proces
elektroporacije stekel do konca, za razli¢ne napetosti na elektrodah. S temno rde¢o barvo so
oznacena podrodja, ki so nad reverzibilnim pragom poracije. Vidimo da je lep del tumorja
permeabiliziran pri vzbujalni napetosti 200 V, od 300 V naprej pa je prakti¢no cel tumor
nad reverzibilnom pragom poracije.
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Slika 44: Uporabliena funkcija poteka poracije za tumor
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Slika 45: Porazdelitev elektri¢nega polja po koncu elektroporacije v tumorju za razli¢ne napetosti
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4.3.4. PODKOZNO MASCEVJE

Eksperimentalnih podatkov o potekih tokov in upornosti, iz katerih bi lahko dolo¢ili
pragove elekiroporacije in spremembe specifi¢nih upornosti miice, nimamo. Zato smo te
parametre dolocili sami. Vzeli smo najpreprostejdi tip elektroporacije, torej stopnicasto.

e Tip poracije: = funkcija: stopnica

e Sprememba prevodnosti: = 3 kratno povelanije

e Prag poracije: = reverzibilni: 200 V/cm
e Zaletna specifi¢na prevodnost: = 0,03 S/m

4.3.5. FUNKCIJE POTEKOV ELEKTROPORACIJE ZA VSA TKIVA

Tabela 3: Pragovi poracije, povelanie specifi¢nih prevodnosti in funkcije potekov za vsa tkiva

Tkivo Tip Pove&anije Pragovi poracije Naklon Zatetne spec.
poracije prevodnosti (V/m) funkcije prevod. (S/m)
misica funkcija -1 4 kratno rev.: 20.000; irev.: 45.000 B=15.000 0,735/0,11
koza funkcija e*-1 80 kratno rev.: 40.000; irev.: 20.000 B=30.000 0,002
tumor funkcija 1-e* 2,5 kratno rev.: 40.000; irev.: 80.000 B=15.000 0,3
mascoba  stopnica 3 kratno reverz.: 20.000 / 0,03

4.4. PORAZDELITEV ELEKTRICNEGA POLJA PO ELEKTROPORACLJI

Dobliene pragove poracije in spremembe specifi¢nih prevodnosti uporabimo v modelu
podkoznega tumorja, ki smo ga opisali v poglavju 2.3. in ga vidimo na sliki 1.

Sekven¢no analizo smo zagnali trikrat in sicer s tremi razli¢nimi napetostmi med
elektrodama: 500 V, 1000 V in 1500 V. Na sliki 46 vidimo 3est stopenj sekven¢ne analize
poteka elektroporacije v modelu za razli¢ne napetosti med elekirodama. Sekvenca O pomeni
porazdelitev elektri¢nega polja v modelu pred zagonom sekvenéne analize, torej ko imajo
tkiva 3e zacletne specifitne prevodnosti. Vsi prikazi polja so omejeni z enako najvi§jo
vrednostjo polja, da jih med sabo laZje primerjamo. Najtemnej$a rdec¢a barva torej pomeni,
da v tistem podrocju polje presega vrednost 1000 V/cm.

Ce opazujemo zadnijo, peto sekvenco, torej ko naj bi elektroporacija potekla do konca,
vidimo da se tumor v modelu delno permeabilizira Ze pri pritisnjeni napetosti 500 V. Za mejo
reverzibilne elektroporacije v tumorju smo spet vzeli jakost polija 400V/cm. Pri pritisnjeni
napetosti 1000 V je tumor v celoti permeabiliziran, nekatera obmo¢ja v njem pa so tudi Ze
nad mejo ireverzibilne elektroporacije, ki je v tumorju 800 V/cm. Pri napetosti 1500 V pa je
skoraj cel tumor nad ireverzibilnim pragom elektroporacije.

Ce pogledamo posamezne stopnje poteka elektroporaciie, vidimo da je na zadetku
polie najvi§je v koZi, ki ima takrat kar za faktor 10-100 visjo specifi¢no prevodnost kot ostala
tkiva. V prvi sekvenci se najprej permeabilizira koZa in elekiri¢no polje prodre v notranjost,
kar povzro¢i permeabilizacijo tudi ostalih tkiv. Vidimo, da se Ze takoj v tretiem koraku
vzpostavi skoraj konéno stanje, saj so zadnije $tiri sekvence skoraj enake.
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Slika 46: Sest stopenj sekvenéne analize poteka elektroporacije v modelu podkoznega tumoria za
razli¢ne napetosti med elektrodama (razdalja je 8 mm): a) 500V, b) 1000V, ¢) 1500 V

lzra¢unali smo tudi reakcijski tok skozi model ko je elektroporacija potekla do konca in
ta rezultat primerjali z nekaterimi eksperimentalnimi podatki.

Tabela 4: Reakcijski toki skozi model podkoznega tumorja ob koncu elektroporacije

NAPETOST REAKCIJSKI TOK (A)
500 V 0,806

1000 V 1,775

1500V 2,71

Reakcijske tokove, dobliene iz modela lahko spet primerjamo z meritvami, ki so bile
opravliene na tumorjih [44]. Tokrat tumor ni bil izrezan, ampak je bila napetost dovedena s
plod¢atimi elektrodami preko koZe. Na sliki 47 vidimo primerjavo meritev toka na koncu
pulza in reakcijskih tokov iz modela.
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Slika 47: Primerjava izmerjenih tokov skozi tumor in reakcijskih tokov, dobljenih iz modela

Opazimo kar dobro ujemanije izmerjenih in izra¢unanih tokov. Potrebno pa je povdariti,
da je ta primerjava samo orientacijska, saj smo tako pri izmerjenih podatkih, kot tudi
podatkih, doblienih iz modela, na abscisni osi podali napetost na elektrodah, normirano z
razdaljo med elektrodama. Pri meritvah je bila le-ta 5,2 mm, v numeri¢nem modelu pa je
razdaljo med elektrodama 8 mm. S takdnim normiranjem in primerjanjem rezultatov seveda
naredimo napako, saj polie med elektrodama tako pri meritvah, kot tudi v modelu, ni
homogeno.

Na voljo imamo $e nekatere druge meritve, ki so bile na podkoznih tumorjih opravliene
v sodelovaniju s sodelavci Oddelka za tumorsko biologijo Onkoloskega instituta v Ljubljani v
zadnjih letih. Na sliki 48 vidimo $e eno primerjavo modela z meritvami, kjer normiranije
vzbujalne napetosti z razdaljo med elektrodama kaZe realnejo sliko, saj je bila razdalja med
elektrodama tokrat 8,1 mm, torej neposredno primerljiva z nasim modelom (8 mm). Vseeno
pa ta vrednost $e vedno ne pomeni vrednosti elektri¢nega polja med elektrodama. Vendar pa
so meritve tu skopej$e, saj imamo podatke le za eno napetost, in sicer 1390 V, oziroma
1716 V/cm napetosti normirane z razdaljo. Tudi tu opazimo kar dobro ujemanije meritev in
modela, vseeno pa so vrednosti reakcijskega toka skozi model nekoliko niZje v obeh
primerih.
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Slika 48: Primerjava izmerjenih tokov skozi tumor in reakcijskih tokov, dobljenih iz modela
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5. PARAMETRIZACIJA

Po izgradnji numeri¢nega modela nas je zanimalo tudi, kako je le-ta obcutljiiv na
spremembe parametrov, kot so zaletne vrednosti specifi¢nih prevodnosti tkiv, nacin poteka
elektroporacije, spremembe geometrije. Opazovali smo kako se spreminja reakcijski tok skozi
model in kak3na je porazdelitev elekiriénega polja po poteku elektroporaciie.

5.1. ZACETNE VREDNOSTI SPECIFICNIH PREVODNOSTI TKIV

V modelu smo spreminjali zacetne vrednosti specifi¢nih prevodnosti tkiv in opazovali
kako to vpliva na izhodni tok. Vzeli smo vrednosti z roba obmodij vrednosti specifi¢nih
prevodnosti, ki smo jih nasli v literaturi in so podane v tretiem poglavju. Sekvenéne analize za
vse tri vzbujalne napetosti (500, 1000 in 1500 V) smo zagnali $e osemkrat in sicer:

e model 1: minimalna vrednost spec. prev. tumorja — 0,22 S/m

e model 2: maksimalna vrednost spec. prev. tumorja — 0,4 S/m

e model 3: minimalna vrednost spec. prev. koze — 0,0002 S/m

e model 4: maksimalna vrednost spec. prev. koZe — 0,02 S/m

e model 5: minimalna vrednost spec. prev. mas¢obe — 0,02 S/m

e model 6: maksimalna vrednost spec. prev. ma$¢obe — 0,04 S/m

e model 7: minimalna vrednost spec. prev. midice — 0,3 S/m vzdolzno; 0,04 S/m pre¢no
e model 8: maksimalna vrednost spec. prev. misice — 0,8 S/m vzdolino; 0,14 S/m pre¢no

Ostalim tkivom smo vrednosti specifi¢nih prevodnosti v posameznih modelih pustili
takdne, kot smo jih podali v prej$njem poglavju. Funkcij potekov elekiroporacije, povecan
prevodnosti, ter reverzibilnih in ireverzibilnih pragov pri sekven¢nih analizah nismo
spreminjali. Reakcijski toki osnovnega modela za razli¢ne napetosti so podani v tabeli 4, v
tabeli 5 pa so zbrani reakcijski tokovi in njihovo odstopanije od tokov skozi osnovni model pri
modelih s spremenjenimi zacetnimi vrednostmi specifi¢nih prevodnosti tkiv.
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Tabela 5: Reakcijski toki skozi modele s spremenijenimi zacetnimi vrednostmi spec. prevodnosti tkiv

& ODSTOPANJE OD
NAPETOST ST. MODELA  REAKCIJSKI TOK (A) OSNOVNEGA MODELA (%)
500V 1 (min. tumor) 0,779643 -3,232
2 (max. tumor) 0,829796 2,993
3 (min. koZza) 0,18784 -76,686
4 (max.koza) 2,271125 181,890
5 (min. ma$coba) 0,699255 -13,209
6 (max. mascoba) 0,8796 9,175
7 (min. miica) 0,729029 -9,514
8 (max. midica) 0,815336 1,199
1000V 1 (min. tumor) 1,707672 -3,793
2 (max. tumor) 1,836542 3,467
3 (min. koZa) 0,390104 -78,022
4 (max.koza) 4,999328 181,653
5 (min. mas¢oba) 1,530287 -13,786
6 (max. mascoba) 1,94619 9,645
7 (min. miica) 1,606253 -9,507
8 (max. misica) 1,791049 0,904
1500V 1 (min. tumor) 2,606334 -3,811
2 (max. tumor) 2,801451 3,390
3 (min. koZa) 0,608394 -77,547
4 (max.koza) 7,665286 182,893
5 (min. ma$&oba) 2,340059 -13,638
6 (max. mascoba) 2,970161 9,616
7 (min. miica) 2,450021 -9,580
8 (max. misica) 2,740417 1,137

Opazimo, da do ve&ega odstopanja pride samo pri spreminjanju specifi¢nih
prevodnosti koZe, kar je bilo tudi za pri¢akovati, saj se le-ta moéno razlikuje od ostalih tkiv,
obmotje vrednosti v katerem se gibliejo vrednosti, pa je tudi zelo Siroko. Nekoliko vecje
odstopanje opazimo tudi pri spreminjanju specifi¢ne prevodnosti ma¢obe, ki je tik pod kozo
in ima prav tako dokaj nizko prevodnost. Zanimivo je tudi nekoliko vecje odstopanje pri
modelu z minimalno specifi¢no prevodnostjo misice.

Na slikah 49 — 51 vidimo primerjavo porazdelitev elekiri¢nega polja po poteku procesa
elektroporacije v modelu, torej na koncu sekvenénih analiz na zgoraj nastetih modelih s
spremenjenimi za¢etnimi specifi¢nimi prevodnostmi tkiv.
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model 1 - min. turmor model 2 - mazx. tumor

model 3 - min. koza model 4 - max. koza

model 5 - min. mascoba model B - max. mascoba

model 7 - min. misica model 8 - max. misica

Slika 49: Primerjava porazdelitve elektri¢nega polja na koncu sekvenénih analiz v modelih s
spremenjenimi zacetnimi specifi¢nimi prevodnostmi tkiv z osnovnim modelom, pri napetosti med

elektrodama 500V.
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Slika 50: Primerjava porazdelitve elektri¢nega polja na koncu sekvenénih analiz v modelih s

spremenjenimi zacetnimi specifi¢nimi prevodnostmi tkiv z osnovnim modelom, pri napetosti med

elektrodama 1000V.




model 2 - max. tumor

madel 1 - min. tumaor

model 3 - min. koza model 4 - max. koza

model 5 - min. mascoba model 6 - max. mascoba

model 7 - min. misica model 8 - max. misica

Slika 51: Primerjava porazdelitve elektri¢nega polja na koncu sekvenénih analiz v modelih s
spremenjenimi zacetnimi specifi¢nimi prevodnostmi tkiv z osnovnim modelom, pri napetosti med
elektrodama 1500V.
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5.2. NACIN POTEKA ELEKTROPORACIJE

V poglaviu 4.3. smo dolodili pragovne vrednosti elekiri¢nega polja, spremembe
specifi¢nih prevodnosti tkiv in funkcije poteka elektroporacije v posameznih tkivih, ki smo jih
uporabili v numeri¢nem modelu. Opazili pa smo, da lahko do ujemanja modelne funkcije
elektroporacije v posameznih tkivih in meritev pridemo ob uporabi razli¢nih funkcij potekov z
razli¢nimi robnimi pogoji. Zanimalo nas je, kolik§en vpliv ima to na izhodne toke in
porazdelitev elektritnega polja v modelu podkoinega tumorja. Sekvenéno analizo
elektroporacije v modelu smo zagnali $e enkrat, tokrat z malo spremenjenimi poteki
elektroporacije, pragovi poracije, povecanjim prevodnosti tkiv in njihovimi zaletnimi
vrednostmi. Pri ¢emer se torej izhodi tak$nih modelov elektroporacij v posameznih tkivih e
vedno prilegajo tokovno-napetostnim karakteristikam tkiv, ki jih dobimo iz meritev. V tabeli 6
so zbrani podatki o poteku elektroporacije v tem modelu, pri ¢emer so parametri za tumor in
madcobo isti kot pri osnovnemu modelu, spremenjeni so le za miSico in koZo.

Tabela 6: Parametri poteka elekiroporacije pri opazovaniju vpliva spremembe parametrov na izhod
modela.

Naklon Zacetne spec.

. Ti Povedanie
Tk P |
ivo funkcije prevod. (S/m)

poracije  prevodnosti
misica sigmoida 3,5 kratno rev.: 23.871; irev.: 45.000 B=10.000 0,75/0,135

Pragovi poracije (V/m)

koza funkcija e*-1 20 kratno rev.: 48.000; irev.: 105.000 B=50.000 0,008
tumor funkcija 1-e* 2,5 kratno rev.: 40.000; irev.: 80.000 B=15.000 0,3
maséoba  stopnica 3 kratno rev.: 20.000 / 0,03

Opazimo zelo majhna odstopanja reakcijskih  tokov po kon&anem procesu
elektroporacije (tabela 7). Iz vsega do sedaj ugotovljenega lahko sklepamo, da je za vrednost
izhoda modela, torej velikost reakcijskih tokov in porazdelitve elektri¢nega polja v modelu
pomembna predvsem vrednost specifi¢ne prevodnosti tkiv na koncu procesa elektroporaciije.
Zaradi majhnih odstopanj tudi niso prikazane slike porazdelitev elektri¢nega polja na koncu
procesa elektroporacije, saj se le-te skoraj ne razlikujejo od porazdelitev pri osnovnem
modelu.

Tabela 7: Reakcijski toki pri spremenijenih parametrih poteka elektroporacije v modelu

NAPETOST ~ REAKCUSKI TOK (A) ODSTOPANIJE OD
OSNOVNEGA MODELA (%)
500V 0,820406 1,828
1000V 1,781285 0,354
1500V 2,713435 0,141
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5.3. SPREMEMBA GEOMETRIJE MODELA

Pri meritvah na realnih objektih, torej pri poskusih na Zivalih je ponovljivost geometrije
meritve skoraj nemogoca. Razli¢ne velikosti, oblike in pozicije tumorjev ter razli¢ne debeline
koZe in podkoZnega maslevia seveda povzrotijo razlike v rezultatih meritev Ze zgolj zaradi
razliéne geometrije meritev. Zato smo z naim modelom preverili kako spremembe nekaterih
od teh parametrov vplivajo na izhod modela. Zgradili smo dva modela, ki se od osnovnega
(slika 1) razlikujeta po:

e debelini plasti koZe in podkoZnega mascevija. Debelina teh plasti je pri osnovnem
modelu 0,4 mm, pri spremenjenem modelu pa sta obe plasti debeli 0,66 mm.

e globini na kateri se nahaja tumor. Pri spremenjenem modelu smo glede na osnovni
model tumor poglobili za 1,2 cm.

Zacetne vrednosti specifi¢nih prevodnosti vseh tkiv in potek elekiroporacije pri obeh
modelih ostajata ista. Na sliki 52 vidimo geometriji spremenjenih modelov.

Slika 52: Geometriji spremenijenih modelov. a) debeleji plasti koZe in podkoznega mascevia (0,66
mm namesto 0,4 mm), b) pogloblien tumor
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Sekven¢no analizo smo spet zagnali za napetosti 500, 1000 in 1500 V in v tabeli 8 so
zbrani podatki o reakcijskih tokovih skozi modela na koncu sekvencne analize, torej ko je v
modelu elektroporacija potekla do konca, ter odstopanja od reakcijskih tokov skozi osnovni
model.

Tabela 8: Reakcijski toki pri spremenijenih debelinah koZe in ma¢obe ter pri spremenieni globini
tumorja

NAPETOST MODEL REAKCIJSKI TOK (A) ODSTOPANIJE OD
OSNOVNEGA MODELA (%)
500V sprem. debeline 1,332338 65,368
sprem. globina 0,739761 -8,182
1000V sprem. debeline 2,858949 61,068
sprem. globina 1,643782 -7,392
1500 V sprem. debeline 4,355561 60,745
sprem. globina 2,522831 -6,893

Na sliki 53 vidimo primerjavo porazdelitev elekiri¢cnega polja po poteku procesa
elektroporacije, torej na koncu sekvenénih analiz na modelih s spremenjeno geometrijo. Za
primerjavo vidimo tudi porazdelitev elektri¢nega polja v osnovnem modelu.
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spremenjene deheline koze, mascobe loblien ¢
poglobljen tumor

spremenjene debeling koze, mascobe .
poglobljen tumor

c)

Slika 53: Primerjava porazdelitev elekiri¢nega polja na koncu sekvenénih analiz v modelih s
spremenjenimi geometrijami z osnovnim modelom, pri napetosti med elektrodama a) 500V,

b) 1000V, ) 1500V
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Opazimo kar veliko odstopanje reakcijskega toka pri modelu s spremenjenimi
debelinami koZe in ma3cobe, kar Ze spet kaZze na to, da nam ti dve zunanji plasti najved
prispevata k napaki zaradi svoje neprevodne narave ter zunanje lege. Pri pregledu vrednosti
reakcijskih tokov pred in med procesom elekiroporacije, torej v posameznih korakih
sekvencne analize smo ugotovili, da je tok pred elektroporacijo seveda manjsi, saj sta plasti
nizkoprevodnih tkiv debelej$i in je torej celotna prevodnost modela mani$a. Med
elektroporacijo pa ta tok hitreje naraste in kon¢a na vrednosti, ki je za priblizno 60% vi§ja kot
pri osnovnemu modelu.

Pri modelu pogloblienega tumorja pa po pregledu reakcijskih tokov pred in med
procesom elektroporacije vidimo, da so tokovi dosledno nekoliko manijsi kot pri osnovnemu
modelu. Konc&en tok skozi model po konc¢anem procesu elekiroporacije je za priblizno 7%
mani$i kot tok skozi osnovni model. Zaradi globlie lege tumorja je namre¢ vrednost
elektri¢nega polja v tumorju niZja kot pri osnovnemu modelu, s tem pa je niZja tudi stopnja
permeabilizacije tumorja. Prevodnosti tumorja in niZje lezecih tkiv se ne povidajo veliko, kar
pomeni, da tudi prevodnost celotnega modela ostane zadosti nizka. To pa se seveda odraza
na nizki vrednosti toka skozi model. Opazimo tudi, da je odstopanje od osnovnega modela,
pri vidanju napetosti med elekirodama, niZje. Pri dovolj visoki napetosti namrec elektri¢no
polie "prodre" v notranjost, in stopnja permeabiliziranosti tkiv, s tem pa povecanje njihovih
prevodnosti, se poveca.
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6. RAZPRAVA IN ZAKLJUCKI

V prvem delu nase $tudiije smo naredili pregled literature na podrocju dielektri¢nih
lastnosti bioloskih materialov. Zbrali smo podatke o specifi¢ni prevodnosti in relativni
dielektri¢nosti za tumor, mascobo, misico, koZo in kost. Opazili smo velike razlike med
podatki, ki jih navajajo razli¢ni raziskovalci. Le-te so vzrok mnogih faktorjev, kot so: razli¢ne
merilne tehnike, uporaba vzorcev razli¢nih Zivalskih vrst, okoli$¢ine v katerih so bile izvedene
meritve (in vivo, ex vivo, ¢as med smrtjo Zivali in izvedbo meritev, temperatura tkiva...) in
nekaterih drugih faktorjev: sezonske spremembe tkiva, starost Zivali, morebitna bolezenska
stanja osebka in drugi. Za vsako od zgoraj omenjenih tkiv smo iz celotnega obmocja
vrednosti, ki jih najdemo v literaturi zbrali tiste, ki so se med seboj kar najbolj ujemali v zgoraj
nastetih okoli$¢inah izvedbe meritev.

V nadaljevanju smo pri modeliranju uporabljali le prvo od obeh obravnavanih snovnih
lastnosti tkiv, torej specifi¢no prevodnost, saj je analiza potekala v enosmernih razmerah in
pri raCunanju porazdelitve polia v modelu ni potrebno upostevati razli¢nih relativnih
dielektri¢nosti tkiv. Za preucevanje poteka elektroporacije in vpliva nekaterih parametrov
nanjo, pa nas ne zanimajo le zacetne vrednosti specifi¢ne prevodnosti posameznih tkiv, ki v
modelu nastopajo, ampak tudi spremembe specifi¢nih  prevodnosti med potekom
elektroporacije, oblika njenega poteka in pragovne vrednosti elektri¢nega polja pri katerem
le-ta nastopi.

Uporabili smo pristop sekvenénega modeliranja, in na podlagi izra¢unanega
elektri¢nega polja v modelu in znanju o obnasanju posameznih tkiv med elektroporacijo, smo
z zato narejenim programom spreminjali vrednosti specifi¢ne prevodnosti v fistih elementih
modela, kjer je vrednost elektricnega polija dosegla nek vnaprej dolocen prag. Tak,
spremenjen model nato vstopi v naslednji korak sekvenéne analize, kjer zopet izra¢unamo
elektri¢no polie in na podlagi njegovih vrednosti spremenimo specifine prevodnosti v
elementih, ki dosegajo nadpragovno vrednost elekiricnega polja. To ponavljamo, dokler se
celoten proces ne ustavi in elekiri¢no polie v nobenem elementu ved ne doseie oziroma
preseze nadpragovne vrednosti. Proces elektroporacije v modelu je s tem zakljucen.
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Ker v modelu nastopa ve¢ tkiv, vsak pa se na elekiri¢no polje odziva drugace, moramo
za vsako tkivo posebej doloditi pragovne vrednosti elekiri¢nega polja, pri katerih se tkivo
permeabilizira, stopnjo spremembe specifi¢ne prevodnosti, ki pri tem nastopi in samo obliko
poteka elektroporacije v obravnavanem tkivu. Na voljo smo imeli ve& meritev na tkivih Zivali,
opazovali smo njihove tokovno-napetostne karakteristike, in parametre elektroporacije v
modelu prilagajali toliko ¢asa, da sta se tokovno-napetostni karakteristiki meritev in modela
&imbolj vjemali.

Na razpolago smo imeli ve¢ razli¢nih funkcij potekov elektroporacije med reverzibilnim
in ireverzibilnim pragom permeabilizacije in sicer: stopniasto, linearno, dva eksponentna
poteka (1-e* in €*-1) in sigmoidno elektroporacijo. V programu za sekvencne analize smo
lahko spreminjali $e faktor spremembe specifi¢nih prevodnosti tkiv, pragove permeabilizacije
in strmino oziroma obliko funkcije poteka (zadnije le za oba eksponentna in sigmoidni potek).

Za zacetne vrednosti specifi¢nih prevodnosti tkiv smo vzeli podatke iz literature, ki smo
iih podali v tretiem poglaviu. Vendar pa smo jih po primerjavi tokovno-napetostnih
karakteristik modela in meritev v podro¢ju pred permeabilizacijo tkiva spremenili tako, da so
se tudi v tem podro¢ju kar najbolje ujemali z rezultati meritev. Tako smo vrednosti specifi¢nih
prevodnosti miSice po primerjavi z meritvami vzeli nekoliko vidje kot smo jih dol¢ili na
zaletku, prav tako specifi¢no prevodnost koze. Zac¢etno vrednost prevodnosti tumorja smo
tudi po primerjavi z meritvami pustili takino kot smo jo nasli v literaturi, za podkoZno
mascevie pa nismo imeli eksperimentalnih podatkov, zato smo parametre elektroporacije
dolo¢ili sami. Opazimo, da moramo za prileganje na eksperimentalne podatke za razli¢na
tkiva uporabiti razli¢ne funkcije potekov elektroporacije med reverzibilnim in ireverzibilnim
pragom permeabilizacije. Sklepamo, da se razlitna tkiva na elektri¢cno polie odzivajo
razli¢no.

Na koncu smo sekvenéno analizo zagnali ¢ na modelu podkoZnega tumorja s
parametri elektroporacije, ki smo jih dobili za posamezna tkiva. Po primerjavi reakcijskih
tokov modela s podatki nekaterih meritev, smo ugotovili zelo dobro ujemanie, izhod modela
ie bil sicer nekoliko nizji kot tokovi, dobljeni pri meritvah.

Pri izgradnji takdnega numeri¢nega modela nas zanima tudi, kako je le-ta obéutljiv na
spremembe nekaterih parametrov modela in poteka elektroporacije. Naredili smo nekaj
sprememb in opazovali, kako se spreminjata reakcijski tok skozi model in porazdelitev
elektri¢nega polja po poteku elektroporaciie.

Naijprej smo preizkusili vpliv dolo¢itve zacetnih specifi¢nih prevodnosti tkiv. Tkivom smo
izmeni¢no dolocevali vrednosti prevodnosti z roba obmo¢ij vrednosti, ki smo jih podali v
tretiem poglavju, pri ¢emer so vrednosti prevodnosti ostalih tkiv ostale iste, prav tako potek
elektroporacije, in opazovali njihov vpliv. Opazimo, da do vedjega odstopanja pride pri
spreminjanju specifi¢ne prevodnosti koZe, kar smo tudi pricakovali, saj se le-ta moéno
razlikuje od ostalih tkiv, obmo¢je vrednosti, v katerem se gibliejo vrednosti, pa je tudi zelo
$iroko. Nekoliko velje odstopanje je opaziti tudi pri spreminjanju specifi¢ne prevodnosti
mascobe, ki ima prav tako dokaj nizko zacetno prevodnost. V obeh primerih gre za najbolj
zunanii tkivi, z najnizjima vrednostima specifi¢ne prevodnosti, ki za prodor elektri¢nega polja
v notranjost predstavljata bariero, zato imata tudi najvedji vpliv na izhod modela. Zanimivo je
tudi nekoliko vedje odstopanije pri modelu z minimalno specifiéno prevodnostjo misice. To si
lahko razlagamo z oddalienostio miSice od elekirod. Jakost elekiri¢cnega polja in s tem

82/88



stopnja permeabilizacije v miSici je namre¢ nizka in do velikega povedanja prevodnosti v
miSici ne pride. Ker pa to tkivo zavzema ve&ji del modela, ima velik vpliv na skupno
prevodnost modela, zato je prevodnost celotnega modela nizka zaradi nizke prevodnosti
miSice in tudi tok skozi model je majhen.

Preizkusili smo tudi vpliv spremembe parametrov poteka elekiroporacije, saj smo
opazili, da lahko ujemanije tokovno-napetostnih karakteristik modela in meritev dosezemo pri
razli¢nih vrednostih teh parametrov. Uporabili smo druge podatke o poteku elektroporacije
za tkivi miSice in koZe, ki smo jih dobili neodvisno od nade 3tudije. Podatki za tumor in
mascobo so ostali isti. Tu opazimo zelo majhna odstopanija reakcijskih tokov in porazdelitve
elekiri¢cnega polja od osnovnega modela. Sklepamo lahko, da so za izhod modela po
kon¢anem procesu elektroporacije pomembne predvsem vrednosti specifi¢nih prevodnosti
tkiv na koncu poteka elektroporacije. Parametri poteka elektroporacije pa dolo¢ajo predvsem
vmesne stopnje procesa.

Zanima nas tudi, kak$en vpliv ima na izhod modela sprememba geometrije, saj je tudi
pri meritvah na realnih objektih popolna ponovljivost geometrije skoraj nemogoc&a. Razli¢ne
velikosti, oblike in pozicije tumorijev, ter razli¢ne debeline pozameznih plasti v modelu imajo
za posledico seveda razlike v rezultatih meritev. Zgradili smo dva modela, ki se od
osnovnega razlikujeta v:

e debelini plasti koZe in podkoznega mascevija (vedji kot pri osnovnem modelu); in

e globini, na kateri se nahaja tumor (globlje kot pri osnovnemu modelu).
Opazimo kar veliko odstopanje reakcijskega toka na koncu elektroporacije pri modelu s
spremenjeno debelino koZe in mas¢obe, kar Ze spet kaZe na to da ti dve zunaniji plasti najvec
prispevata k napaki zaradi svoje "neprevodne' narave ter zunanje lege. Pri modelu
pogloblienega tumorja pa je koncen tok skozi model po kon&anem procesu elektroporacije
nekoliko manijsi kot tok skozi osnovni model. Zaradi globlje lege tumorja je namre& vrednost
elektri¢nega polja v tumorju niZja kot pri osnovnemu modelu s tem pa je niZja tudi stopnja
permeabilizacije tumorja. Prevodnosti tumorja in niZje lezecih tkiv se ne povidajo veliko, kar
pomeni da tudi prevodnost celotnega modela ostane zadosti nizka. To pa se seveda odraZa
na nizki vrednosti toka skozi model.

Za popolno verifikacijo modela podkoznega tumorja in modelov potekov
elektroporacije posameznih tkiv bi potrebovali $e veé razli¢nih meritev s natanénimi podatki o
geometriji meritev, predvsem na najbolj kriti¢nih tkivih, kot sta koZa in ma3¢oba, za katero
nismo imeli na voljo nobenih meritev. Po primerjavi reakcijskih tokov modela z reakcijskimi
tokovi meritev na realnih podkoznih tumorjih vidimo, da daje model nekoliko nizje rezultate,
kar pomeni da bi se ga z ve¢ podatki o odzivih realnih sistemov pod razliénimi okoli§¢inami
dalo $e izbolj$ati.
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