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Numerical modeling of non-invasive skin
electroporation using a multi-electrode
array

Abstract. We numerically calculated electric field
distribution in skin when delivering pulses with
noninvasive multi-electrode array with rounded tips to
achieve gene electrotransfer. We modeled the delivery
of short high-voltage pulses, which were experimentally
shown to successfully achieve DNA transfection. We
build a model in MATLAB with LiveLink to Comsol
Multiphysics. Skin was modeled as a block of several
differently thick layers. Each layer was ascribed an
initial electric conductivity which then increased as a
sigmoidal function of the electric field. Pulses of 570 V
amplitude were delivered between each electrode pair.
Each pulse application changed the electric properties
of tissue and the changed electric properties were then
used as initial electric properties for the next pulse
application. For each electrode pair, 6 consecutive
studies were calculated to obtain convergence of
results. We obtained the reversibly and irreversibly
electroporated volume. We determined that reversible
electroporation reaches 2.7 mm deep (in the
hypodermis) and that irreversible electroporation
reaches 0.56 mm deep (in the supply layer). Our results
confirm the results from the literature - we can
successfully electroporate the skin with the non-invasive
multi-electrode array. The model can be used to
optimize electrode configuration and pulse delivery in
skin electroporation treatments.

1 Uvod

Elektroporacija koZze je obetavna metoda, s katero
povisamo prepustnost koze za razlicne ucinkovine, kar
uporabljamo pri genskem elektroprenosu, dermalnem
vnosu uc¢inkovin, pomlajevanju koze,
elektrokemoterapiji in razkuzevanju ran [1], [2]. Pri
genskem elektroprenosu v kozo vnasamo plazmidno
DNK ali RNK, s ¢imer dosezemo kratkoro¢no izraZanje
dolo¢enih  genov, Cesar se posluzujemo  pri
imunoterapiji, celjenju ran in zdravljenju raka [3].

Pri elektroporaciji koze obi¢ajno na kozo dovajamo
visokonapetostne pulze dolzine od nekaj mikrosekund
do nekaj 100 ms. Razliéne plasti koze si lahko
predstavljamo kot napetostni delilnik, kjer je veéina
padca napetosti in posledi¢no visoko elektriéno polje v
najmanj prevodni rozeni plasti. Najprej torej pride do
nastanka lokalnih transportnih obmoc¢ij v rozeni plasti
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[4], [5]. Lokalna transportna obmodja so obmodja
povedane elektricne prevodnosti in prepustnosti premera
nekaj deset do nekaj sto mikrometrov. Povecana
elektriéna prevodnost lokalnih transportnih obmocij
zniZa upornost rozene plasti in omogoca, da elektri¢no
polje prodre v globlje plasti koZze. V globljih plasteh
koZe se torej posledi¢no povisa elektricno polje in pride
do nastanka por in povecane prepustnosti membran
celic v spodnjih plasteh koze, kar je potreben pogoj za
vnos plazmidov in za izraZanje genov. lzjemno
pomembno je, da torej tako elektricno polje kot tudi
plazmid pridejo dovolj globoko, da se omogoci
terapevtski uc¢inek.

Za elektroporacijo koze je bilo v preteklosti
uporabljenih veliko razli¢nih elektrod in njihov pregled
lahko najdemo v [1]. Elektrode delimo na invazivne, Ki
kozo predrejo, ali neinvazivne, ki koze ne predrejo.
Invazivne in neinvazivne elektrode predstavljajo
razli¢no tveganje za pacienta in so torej uvr$éene v
razli¢ne varnostne razrede standardov medicinskih
pripomockov. Prednost neinvazivnih elektrod je, da so
prijazne do pacienta, med postavitvijo ne povzroc¢ajo
bolec¢ine in so z vidika certificiranja, proizvodnje in
uporabe enostavnej$e in cenejSe. Pri nasem delu smo se
zato osredotocili na neinvazivne vectockovne elektrode
s heksagonalno razporeditvijo elektrodnih konic [3]. Z
vectockovnimi elektrodami lahko v primerjavi z
drugimi neinvazivnimi elektrodami (plo§cate in v obliki
¢rke L [1]) dovajamo nizje napetosti, saj so elektrode
blizu skupaj. Zaradi blizine elektrod so elektri¢ni tokovi
nizji, bole¢ina je posledi¢no manjsa, manj izrazito pa je
tudi kréenje misic

Hitro, natan¢no in z minimalnim eksperimentalnim
delom lahko uéinkovitost elektroporacije opisemo in
napovemo z matematicnim modeliranjem [6]. Z
nacrtovanjem posegov pred samim dovajanjem pulzov
dolo¢imo najboljSo postavitev elektrod in parametre
elektricnih pulzov, s katerimi bomo dosegli Zelen
ucinek, obenem pa zmanjsali nezeleno S$kodo na
okoliskem tkivu [7], [8]. Pri nacrtovanju posegov
genskega elektroprenosa zelimo v tkivih dose¢i dovolj
visoko elektri¢no poljsko jakost, ki je bila predhodno s
poskusi dolo¢ena kot dovoljSna za reverzibilno
elektroporacijo, pri ¢emer Se Zelimo ogniti unienju
tkiva z ireverzibilno elektroporacijo.

V okviru nasega dela smo izra¢unali porazdelitev

elektritnega polja in obmod&ji reverzibilno in
ireverzibilno  elektroporirane  koze za  genski
elektroprenos  z  neinvazivnimi  veétockovnimi
elektrodami. Elektricno polje okoli neinvazivnih

vectockovnih elektrod do sedaj namre¢ Se ni bilo



izratunano, izracuni elektricnega polja v kozi pa So
obi¢ajno narejeni za elektrokemoterapijo podkoznih
tumorjev ali vnos u¢inkovin preko koZe.

2 Metode

Model ¢loveske koze smo razvili v programskem okolju
MATLAB s povezavo do Comsola Multiphysics verzije
5.3. Geometrijo koZe in njene elektri¢ne lastnosti pred
elektroporacijo smo povzeli iz [9], Kjer so elektri¢ne
lastnosti plasti z visokim prostorninskim delezem celic
izraCunane numeri¢no, plasti z nizkim prostorninskim
delezem pa analiti¢cno s Hanai-Bruggemanovo formulo
[10]. KoZo smo modelirali v treh dimenzijah kot kvader,
sestavljen iz osmih razliéno debelih plasti. Od globlje
do vrhnje so plasti naslednje: misice (2 cm), podkozje
(0,5 cm), spodnji zilni pleksus (0,1 mm), zilna plast
(1 mm), zgornji Zilni pleksus (80 pm), zgornja plast
usnjice (0,15 mm), povrhnjica (0,1 mm) in roZena plast
(20 um). Geometrija modela je prikazana na sliki 1.
Zagetne vrednosti elektri¢nih prevodnosti posameznih
plasti pred elektroporacijo so podane v tabeli 1. V
modelu smo upostevali tudi elektri¢no anizotropijo tkiv,
saj so posamezne plasti koze razlicno prevodne v
razlicnih  smereh, kar vpliva na porazdelitev
elektricnega polja. Elektri¢na prevodnost papilarnega
dermisa in podkozja sta bili modelirani kot izotropni, za
ostale plasti pa smo predpostavili anizotropno elektri¢no
prevodnost.

Tabela 1. Zagetne prevodnosti posameznih plasti pred
elektroporacijo v S/m. Vrednosti so bile povzete iz [9].

Plast | Prevodnost | Prevodnost | Prevodnost
V X-smeri VvV y-smeri V Z-Smeri
[S/m] [S/m] [S/m]
RoZena | 1.10x107 1.10x10%? 2.23x10*
plast
Povrhnjica | 5.82x107? 5.82x107? 6.36x107?
Zg. plast 7.19x107?
usnjice*
Zg. zilni | 4.22x10* 3.86x10 3.86x10!
pleksus
Zilna plast | 3.12x107! 3.12x10? 3.19x10?
Sp. zilni | 3.42x107! 3.28x10? 3.28x101
pleksus
PodkoZje* 6.35x1072
Migice | 1.57x102 | 6.86x102 | 1.57x10?

* Elektri¢ne lastnosti zgornje plasti usnjice in podkozja
so izotropne in torej enake v vse tri koordinatne smeri.

Predpostavili smo, da pride pri izpostavitvi koze
dovolj visokim elektricnim poljem do elektroporacije,
morda se v odvisnosti od jakosti elektri¢nega polja
poveca elektri¢na prevodnost posameznih plasti [11].
Prevodnost rozene plasti Se je tako povecala do stokrat,
prevodnost miSic do 2,5-krat, prevodnost ostalih plasti
pa do 3,5-krat. Sprememba prevodnosti je bila postopna
in opisana s sigmoidno odvisnostjo od jakosti
elektricnega polja [8]. S sigmoidno odvisnostjo
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omejimo vrednost elektricne prevodnosti, ki tako ne gre
nizje od zacetne vrednosti in tudi pri izjemno visokih
elektriénih poljih ne morejo biti vi§je od neke doloéene
vrednosti, Ki je lastna vsaki plasti posebej.

Slika 1. Koza je bila modelirana kot kvader z ve¢ plastmi (od
globlje do vrhnje: misice, podkozje, spodnji Zilni pleksus,
zilna plast, zgornji Zilni pleksus, zgornja plast usnjice,
povrhnjica in rozena plast). Nekatere plasti so tako tanke, da
se jih v tem pogledu ne opazi. Na povr$ini modela lahko
vidimo obliko stika elektrod s kozo.

Za dovajanje elektricnih pulzov smo uporabili
neinvazivne vectockovne elektrode z zaobljenimi
konicami, ki so prikazane na sliki 2A. Pulze smo
dovedli zaporedno — najprej med pare elektrod na
zunanjem obroc¢u, nato pa $e od vsake zunanje elektrode
do sredinske elektrode. Shema dovajanja pulzov je
prikazana na sliki 2B in je obicajno uporabljena v
Studijah genskega elektroprenosa z neinvazivnimi
vectockovnimi  elektrodami [3]. Med posamezne
elektrode smo dovedli 570 V, kar je tipi¢na napetost pri
dovajanju 100 ps pulzov. S temi parametri elektricnih
pulzov so dosegli uspesno DNK vakcinacijo [3].
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Slika 2. Elektrode, za katere smo naredili izracune. A)
Fotografija elektrod. B) Shema dovajanja pulzov.

Elektroporacijo smo racunali zaporedno in
stacionarno, kot je opisano v [8]. To pomeni, da smo za
vsako dovajanje med par elektrod izraunali svojo
stacionarno studijo in nismo modelirali oblike pulzov.
Za vsak par elektrod smo izraGune zaporedno racunali v
Sestih iteracijah, pri ¢emer je izracun prisel do
konvergence Ze v petih iteracijah.

Med dovajanjem pulzov se je zaradi prodiranja
elektricnega polja v tkivo spreminjala elektri¢na



prevodnost posameznih plasti. Spremenjene elektri¢ne
lastnosti koZe na koncu izraCuna smo shranili in
naslednji izraGun nato naredili z upoStevanjem
spremenjenih elektri¢nih prevodnosti.

Tabela 1. Pragovi za reverzibilno in za ireverzibilno
elektroporacijo v V/cm. Pragovi so bili vzeti iz [8].

Plast Prag za Prag za
reverzibilno ireverzibilno
elektroporacijo | elektroporacijo

[Vicm] [Vicm]
RoZena plast 400 1200
Povrhnjica 400 1200
Zg. plast usnjice 300 1200
Zg. zilni pleksus 300 1200
Zilna plast 300 1200
Sp. zilni pleksus 300 1200
Podkozje 300 1200
Misice™ 200 800

80

* Vi§ji prag je v pravokotni smeri in niZji prag Vv
vzporedni smeri elektricnega polja glede na smer
misi¢nih vlaken.

3 Rezultati in diskusija

Zanimalo nas je, kako globoko je obmocje reverzibilne
elektroporacije in kolik$na je ireverzibilna poskodba
tkiva. Ustrezna globina reverzibilne elektroporacije
namre¢ zagotavlja uspesno zdravljenje.

Na sliki 3 zgoraj lahko vidimo reverzibilno
elektroporirano obmocje, na sliki 3 spodaj pa

ireverzibilno elektroporirano obmogje. Reverzibilno
elektroporacija prodre do globine 2,7 mm, kar se nahaja
v podkozju. Ireverzibilna elektroporacija prodre do
globine 0,56 mm, kar se nahaja v zilni plasti. Obe
obmogcji sta omejeni med elektrode, s ¢imer se zmanjsa
nezelene bolecine in kréenje misic.
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Slika 3. Zgoraj: reverzibilno elektroporirano obmocje. Spodaj:
ireverzibilno elektroporirano obmocje.
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Na sliki 4 lahko vidimo jakost elektricnega polja
2 mm pod povrsino koZe, t. j. v podkoZju. V podkozju
so namre¢ celice, ki so sposobne izrazanja genov in
tore] omogocajo ucinkovito zdravljenje. Meja za
reverzibilno elektroporacijo podkozja je 300 V/cm, kar
smo presegli in torej uspesno elektroporirali celice v
podkozju.
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Slika 4. Jakost elektri¢nega polja v V/cm 2 mm pod povrsino
koze v podkozju. Podrocje reverzibilne elektroporacije je
oznaceno z vertikalnimi ¢rtami.

Na sliki 5, ki prikazuje prerez po sredini med
elektrodami, lahko opazimo, da je visoko elektri¢no
polje omejeno v zgornje plasti koze. To je za nas
ugodno, saj uhajavi tokovi povzro¢ajo dodatno kréenje
miSic in bole¢ino, ¢emur se pri zdravljenju z
elektroporacijo zelimo izogniti. Ravno zaradi ujetosti
elektricnega polja med elektrode so vectoCkovne
elektrode bolj primerne za genski elektroprenos preko
koze kot obi¢ajne ploscate elektrode [3]. Tudi tokovi
med posameznimi pari so bili relativno nizki, do
290 mA, kar je na spodnji meji obi¢ajnih vrednosti pri
zdravljenju koze z elektroporacijo (od 0.1 A —3 A) [12].
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Slika 5. Stranski pogled na logaritem jakosti elektri¢nega polja
v VV/cm. Podrogje reverzibilne elektroporacije je oznaceno z
vertikalnimi ¢rtami. Logaritem je bil izbran, ker so v tem
pogledu jakosti elektri¢nega polja razlicne za velikostne
razrede in se sicer ne vidi dobro razlik.

Vpliv razliénih oblik in dolzin pulzov pri
stacionarnem  sekvenénem izraCunu  uposStevamo
posredno s pragovi elektroporacije in pri spremembah
elektricne prevodnosti. Znano je namre¢, da za daljse



pulze potrebujemo niZjo elektri¢no poljsko jakost kot za
kraj$e pulze, da doseZzemo elektroporacijo [13], [14].
Model bi lahko tudi prilagodili za daljse milisekundne
nizkonapetostne pulze, s katerimi so z ve¢tockovnimi
elektrodami dosegli optimalno celjenje ran [3].

Delujo¢ model elektroporacije koze omogoca
prilagajanje parametrov pulzov in geometrije elektrod z
minimalnimi poskusi na Zzivalih. S prilagajanjem
globine reverzibilno elektroporiranega obmodja lahko
spreminjamo cilj elektroprenosa — elektroprenos v
povrsinske sloje koze je primeren za molekule z
lokalnim naéinom delovanja, elektroprenos v globlje
sloje koze pa je primeren za molekule s sistemskih
na¢inom delovanja [3]. Prav tako lahko model
uporabimo za izra¢un s kakr§nimi koli neinvazivnimi
elektrodami. Preprosto je tudi spreminjanje zaletnih
vrednosti elektri¢ne prevodnosti ter debeline plasti koze,
kar omogoca prilagajanje modela za razli¢ne Zivalske
vrste ali razli¢ne lokacije na telesu [15].

4 Zakljucek

V  pricujo¢i S$tudiji smo numeriéno izracunali
porazdelitev elektricnega polja v kozi pri genskem
elektroprenosu  z  neinvazivnimi  veétockovnimi
elektrodami z zaobljenimi konicami. Modelirali smo
dovajanje kratkih visokonapetostnih pulzov, s katerimi
so v preteklosti eksperimentalno dosegli uspesen
elektroprenos. Nasi rezultati potrjujejo eksperimentalno
pridobljene rezultate, da lahko 2z neinvazivnimi
vectoCkovnimi elektrodami uspes$no elektroporiramo
kozo. V nadaljevanju lahko z modelom prilagajamo
postavitev elektrod in zaporedje dovajanja pulzov pri
elektroporaciji  koze glede na Zeleni ucinek
elektroporacije koze.
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