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Determining the initial degree of anisotropy
of porcine skeletal muscle tissue using the
dynamic model of electroporation ex vivo

Skeletal muscles are, due to their large size and ease of
access, the most widely used tissue for gene electrotrans-
fer. Electrical conductivity of skeletal muscles exhibits a
high degree of anisotropy, i.e. the electric conductivity in
the direction of the muscle fibres is considerably higher
than the electric conductivity in the direction perpendic-
ular to the muscle fibres. For successful numerical mod-
elling that can be used for optimisation of electric pulse
parameters and the geometry of the electrodes, electric
properties of the skeletal muscles need to be known.

In the present study, an attempt was made to determ-
ine the degree of initial, i.e. pre-treatment anisotropy of
porcine skeletal muscle tissue (Longissimus dorsi) by us-
ing ex vivo measurements of the electric voltage and cur-
rent in the aforementioned tissue combined with numer-
ical modelling. Two different orientations of the electodes
with respect to the muscle fibres were used. The first ori-
entation, whereby the electrodes are inserted in such a
way that the direction of the applied electric field is the
same as the direction of the muscle fibres, and the second,
whereby the direction of the applied electric field is per-
pendicular to the direction of the muscle fibres. With the
recently developed dynamic finite-element model we pro-
duced curves relating the normalized expected electrical
current to the electrode-to-muscle fibre orientation for
different values of the ratio of anisotropy, and for differ-
ent applied voltages. We then used these curves in order
to assess what could have been the initial degree of an-
isotropy of porcine skeletal muscle before applying elec-
troporation. The initial degree of anisotropy was thusly
assessed for 10 pairs of measurements, made in the por-
cine skeletal muscle ex vivo.

1 Uvod

Z izpostavitvijo celice elektricnemu polju dovolj visoke
jakosti, postane njena membrana zaCasno bolj prepustna
za molekule, za katere je sicer slabo ali neprepustna.
Ta pojav imenujemo elektroporacija ali elektropermea-
bilizacija [1]. Elektroporacija je dandanes uveljavljena
metoda v razlinih biomedicinskih aplikacijah, kot so
na primer elektrokemoterapija, genska elektrotransfek-
cija, DNK vakcinacija, ablacija tkiv z metodo ireverzi-
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bilne elektroporacije, kot tudi v biotehnoloskih aplikaci-
jah, npr. za ekstrakcijo biomolekul iz mikroorganizmov
in rastlin ter za inaktivacijo mikroorganizmov [2, 3].

Pri genski transfekciji z uporabo metode reverzibilne
elektroporacije olajSamo prehajanje genskega materiala
(obicajno plazmidne DNK) v celice. Najpogosteje upora-
bljena tkiva za gensko elektrotransfekcijo so zaradi svoje
velikosti in enostavne dostopnosti skeletne misice. Ker se
misicne celice ne delijo, je izraZzanje genov po genski ele-
ktrotransfekciji dolgo prisotno [4, 5]. Elektroporacijski
pulzi poleg tega, da povecajo prepustnost celicne mem-
brane, prek elektroforetske sile omogocijo vecje Stevilo
vezav med plazmidno DNK in celi¢nimi membranami, ki
so potrebne za uspeSnost genske transfekcije [6]. Zato je
za doseganje visoke ucinkovitosti genske elektrotransfek-
cije klju¢nega pomena optimizirati parametre elektri¢nih
pulzov in geometrijo elektrod upoStevaje lastnosti cilj-
nega tkiva, pri ¢emer si lahko pomagamo z numeri¢nim
modeliranjem [7, 8]. Z vidika numeri¢nega modelira-
nja je pomembno dobro poznavanje elektri¢nih lastno-
sti tkiva. Pregled literature kaZe, da skeletne miSice iz-
kazujejo izrazito anizotropne elektri¢ne lastnosti [9—12].
Ugotovljeno je bilo, da je elektricna prevodnost skeletnih
misic v smeri vlaken visja od elektricne prevodnosti v
smeri pravokotno na vlakna.

V pricujoci Studiji smo skusali na podlagi ex vivo me-
ritev elektri¢ne napetosti in elektricnega toka med elek-
troporacijo v hrbtni miSici (Longissimus dorsi) praSica in
z uporabo numeri¢nega modeliranja dolociti prvotno sto-
pnjo anizotropnosti uporabljene skeletne misice, tj. sto-
pnjo anizotropnosti miSice preden so njene lastnosti spre-
menjene zaradi elektroporacije.

2 Metode

2.1 Protokol meritev in geometrija uporabljenih ele-
ktrod

Meritve elektrine napetosti in elektri¢nega toka so bile
opravljene ex vivo v hrbtni miSici (Longissimus dorsi)
praSi¢a. Opravljenih je bilo deset parov meritev z apli-
ciranimi napetostmi med 60 V in 225 V. Par meritev se-
stavljata meritvi pri enaki napetosti v dveh razli¢nih ori-
entacijah elektrod glede na smer miSi¢nih vlaken; v pr-
vem primeru je orientacija elektrod takS$na, da je smer
elektricnega polja enaka smeri miSi¢nih vlaken, v drugem
primeru pa je orientacija elektrod takSna, da je smer elek-



tricnega polja pravokotna na smer mi$i¢nih vlaken. S pro-
totipnim elektroporatorjem [13] (Univerza v Ljubljani,
Fakulteta za elektrotehniko, Laboratorij za biokiberne-
tiko) je bil za vsako meritev doveden en pulz dolZine
100 ps, pri tem sta bila izmerjena in beleZena elektricna
napetost in tok. Slika 1 prikazuje shematski prikaz ori-
entacije elektrod z ozirom na smer miSi¢nih vlaken. Pri
tem je s ¢ oznacen kot med smerjo elektrinega polja in
lelni igelni elektrodi z aktivno dolZino (dolZina neizolira-
nega dela v tkivo vstavljenih elektrod) 20 mm in preme-
rom 0,7 mm. Razdalja med centroma elektrod je znasala
4 mm.
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Slika 1: Shematski prikaz orientacije elektrod z ozirom na smer
misi¢nih vlaken.

2.2 Numeri¢no modeliranje

Numeri¢no modeliranje smo izvedli z dinami¢nim mo-
delom, ki omogoca izratun Casovnega poteka elek-
tricnega toka dovedenih elektroporacijskih pulzov z me-
todo kon¢nih elementov [14, 15]. Model je implemen-
tiran kot dodatek za paket Wolfram Mathematica (Wol-
fram Research, Champaign, Illinois) z dodatnimi paketi
AceFEM in AceGen [16]. Model kot vhodne podatke
sprejme ustrezno filtrirane in decimirane ¢asovne signale
napetosti, mrezo kon¢nih elementov, parametre, s kate-
rimi definiramo elektri¢ne in toplotne lastnosti uporablje-
nega tkiva, ter parametre, ki definirajo dinamiko velikosti
in Stevila por med elektroporacijo. Nekateri izmed pa-
rametrov so empiri¢ne narave in so bili doloceni z iska-
njem najboljSega ujemanja med izmerjenimi elektri¢nimi
tokovi v govejih jetrih ex vivo ter tokovi dobljenimi z nu-
meri¢nimi simulacijami.

Z modelom smo najprej dolocili krivulje hom(p),
glej sliko 3, ki smo jih potem uporabili za dolocitev pr-
votne stopnje anizotropnosti miSi¢nega tkiva. Krivulje
na sliki 3 prikazujejo normirano pri¢akovano vrednost
elektri¢nega toka v odvisnosti od orientacije vstavlje-
nih elektrod (kot ¢) z ozirom na smer miSi¢nih vlaken
za razli¢ne vrednosti anizotropnega razmerja zacetnih
elektri¢nih prevodnosti v smeri x proti smeri y miSi¢nega
tkiva, ki smo ga definirali kot:

o _ 0 0
AR:L’y - sz/ayy7 (1)

pri Cemer je Ang anizotropno razmerje zacetnih
elektricnih prevodnosti ne-elektroporiranega tkiva v
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smeri x proti smeri y (v nadaljevanju kar krajSe anizotro-
pno razmerje ali AR), 00, zaletna elektri¢na prevodnost
miSi¢nega tkiva v smeri miSi¢nih vlaken in agy zacetna
elektri¢na prevodnost miSi¢nega tkiva v smeri, ki je pra-
vstavitve elektrod v tkivo (glej sliko 1).

V modelu smo upoStevali sigmoidno spreminjanje
elektri¢ne prevodnosti tkiva v odvisnosti od jakosti ele-
ktri¢nega polja, pri ¢emer predpostavimo, da pride do
poracije tkiva v smeri miSi¢nih vlaken (z) Ze pri niZji
jakosti elektricnega polja kot v smereh, pravokotnih na
miSi¢na vlakna (y, z). To pomeni, da se elektri¢na prevo-
dnost tkiva v smeri miSi¢nih vlaken zacne viSati Ze pri
tnih na miSi¢na vlakna [17]. Slika 2 prikazuje odvisnosti
022(E) in 0y, (E) v primeru, ko je vrednost anizotro-
pnega razmerja AR enaka 2,0. Pri tem predpostavimo, da
je x os koordinatnega sistema usmerjena v smeri miSi¢nih
vlaken. Tako je ET prag reverzibilne elektroporacije
v smeri miSi¢nih vlaken, E77 = E77 prag reverzibilne
elektroporacije v smereh, pravokotnih na misi¢na vlakna,
E'™ pa je prag ireverzibilne elektroporacije in je enak v
vseh smereh. Uporabili smo naslednje Stevilske vredno-
sti: B' = 80Vem™!, Ey, = EY = 200Vem~! in

E' =450V em™1 [7, 17].
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Slika 2: Prikaz sigmoidnega spreminjanja elektri¢nih prevodno-
sti 020 (E) in 0yy (E) v odvisnosti od jakosti elektri¢nega polja

z oznacenimi pragovi elektroporacije za vrednost AR = 2,0.

Poleg odvisnosti elektricne prevodnosti tkiva od ja-
kosti lokalnega elektricnega polja, smo upostevali tudi
dodatno poviSanje elektri¢ne prevodnosti tkiva v smeri
polja [18, 19]. Pojav je bil opaZen med spremljanjem
elektri¢ne prevodnosti pri elektroporaciji piS€ancjih jeter
ex vivo z uporabo magnetne resonanc¢ne elektricne impe-
dan¢ne tomografije [18], in ga razlagamo kot posledico
tvorbe vecine por v celini membrani na mestih, kjer je
vsiljena transmembranska napetost najvi§ja, tj. na me-
stih, kjer je celicha membrana pravokotna na smer ele-
ktri¢nega polja [1].

Vrednosti elektri¢ne prevodnosti v smereh x in y nad
ireverzibilnim pragom poracije (velja samo za ¢ = 0° in
¢ = 90°) sta dolo€eni z naslednjima enacbama:

Ory =Ac), (L+ Bcosyp), )

oy, = AcS, (1+ Bsiny), 3)
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Slika 3: Normirana pri¢akovana vrednost elektri¢nega toka v odvisnosti od orientacije elektrod ¢ za razlicne vrednosti parametra

AR. Velja za en doveden pulz dolZine 100 ps in napetosti 150 V.

pri ¢emer parameter A odraZa povisanje elektri¢ne prevo-
dnosti zaradi elektrinega polja v vseh smereh, parame-
ter B pa dodatno poviSanje elektricne prevodnosti samo
v dominantni smeri elektricnega polja. V tej Studiji smo
uporabili vrednosti A = 3,0 in B = 0,25, v grobem
doloceni na podlagi literature ter smiselno preraCunani za
proucevani primer.

Z modelom smo naredili vecje Stevilo simulacij, in
sicer smo na podlagi izmerjenega casovnega poteka elek-
tricne napetosti elektroporacijskega pulza dolzine 100 ps
simulirali pricakovan Casovni potek elektricnega toka. Pri
tem smo uporabili pet razli¢nih napetosti pulzov (iste vre-
dnosti napetosti, kot so bile uporabljene pri meritvah v
hrbtni miSici prasi¢a) za 19 razli¢nih kotov ¢ (med 0°
in 90°, s korakom 5°) in za 23 razli¢nih vrednosti ani-
zotropnega razmerja AR (med 0,5 in 5,0). Skupaj smo
tako izvedli 2185 simulacij. Nato smo izraCunane vre-
dnosti elektricnega toka pri razli¢nih orientacijah elek-
trod, ki ustrezajo doloceni vrednosti aplicirane elektri¢éne
napetosti in doloCeni vrednosti anizotropnega razmerja,
normirali z ustrezno izraCunano vrednostjo elektricnega
toka pri orientaciji ¢ = 0°. Tako smo za vsako izmed iz-
branih anizotropnih razmerij in za vsako od izbranih ele-
ktri¢nih napetosti dobili krivuljo, ki prikazuje pri¢akovan
elektri¢ni tok v odvisnosti od orientacije elektrod glede
na miSi¢na vlakna.

Dolocanje stopnje anizotropnosti miSi¢nega tkiva
smo izvedli tako, da smo za vsak par meritev (enaka am-
plituda, enkrat pri orientaciji 0° in drugi¢ pri 90°) vzeli
izmerjeno vrednost elektricnega toka na koncu pulza,
nato pa vrednost pri 90° normirali z vrednostjo pri 0°
(slika 4 prikazuje eno izmed opravljenih meritev, kjer
je s krizcem oznacena vrednost toka, ki smo jo upora-
bili). Vrednost anizotropnega razmerja AR smo nato
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dolo¢ili z linearno interpolacijo med dvema najbliZjima
krivuljama (slika 3 prikazuje te krivulje za primer pulza
dolZine 100 ps napetosti 150 V).

Na ta nacin preko primerjave med simuliranim in de-
janskim izmerjenim tokom pri enakem vhodnem signalu
(¢asovni potek napetosti pulza) retrogradno sklepamo na
zacetno, tj. prvotno stopnjo anizotropnosti tkiva, ki jo po-
daja z enacbo (1) definirani parameter AR.
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Slika 4: Ena izmed opravljenih meritev elektri¢nega toka. S
kriZcem je oznacena vrednost, ki smo jo uporabili pri doloCanju
vrednosti parametra AR.

3 Rezultati

Z numeri¢nim modelom smo dolo¢ili krivulje, ki prikazu-
jejo normirano pri¢akovano vrednost elektricnega toka v
odvisnosti od orientacije elektrod ¢ za razli¢ne vrednosti
parametra AR. Oblika teh krivulj je odvisna od geome-
trije elektrod in od dolZine ter napetosti pulza. Slika 3 pri-
kazuje krivulje, ki veljajo za v naSem eksperimentalnem



primeru uporabljeno geometrijo elektrod in en doveden
pulz dolZine 100 ps napetosti 150 V.

Iz meritev toka ter z uporabo simuliranih krivulj nor-
mirane pri¢akovane vrednosti toka v odvisnosti od ori-
entacije elektrod smo dolodili vrednost parametra AR za
vseh deset parov opravljenih meritev (glej sliko 5). Ge-
ometrijsko povprecje anizotropnih razmerij AR za vseh
deset parov meritev znasa 1,15, faktor geometrijske stan-
dardne deviacije pa 1,67. Geometrijsko povprecje in
standardno deviacijo navajamo zato, ker mora statisti¢cna
funkcija za povprecje obratnih vrednosti vrniti vrednost
1, saj je anizotropno razmerje AR definirano kot kvoci-
ent dveh vrednosti.

T T T T T T T T

= 2

<110

=8 [ J [ ]
1

¥ ® l l ¢ o
SC1/2

St. meritve

Slika 5: Dobljene vrednosti parametra AR za vseh deset parov
opravljenih meritev.

4 Razprava

Pri dobljenih vrednostih anizotropnega razmerja AR
lahko opazimo velik raztros. NajniZja vrednost AR znasa
0,58, najvisja pa 2,81. Geometrijsko povprec¢je vseh ani-
zotropnih razmerij znasa 1,15, kar kaze na to, da je v
povprecju prvotna prevodnost v smeri miSi¢nih vlaken
res vi§ja kot v smeri, pravokotno na misi¢na vlakna, ven-
dar je raztros rezultatov prevelik, da bi to vrednost lahko
sprejeli kot zanesljivo.

Eden od moZnih vzrokov za velik raztros je kot vsta-
vitve elektrod glede na miSi¢na vlakna, ki ga ni bilo mo¢
natan¢no izmeriti, saj bi bilo to moc storiti le s histolosko
analizo. Elektrode so bile v tkivo vstavljene na podlagi
vizualnega pregleda povrSine miSice v prizadevanju, da
bi bila orientacija elektrod kar se le da vzporedna oz. pra-
vokotna na vlakna. Problemati¢na je lahko tudi lokacija
vstavitve elektrod. MiSi¢no tkivo je dokaj nehomogeno,
lastnosti se spreminjajo z oddaljenostjo od narasti$¢a, po-
leg tega usmerjenost vlaken lahko variira v danem volu-
mnu miSice, v katerem se vzpostavi elektri¢no polje.

S to Studijo smo Zeleli pokazati, kako je mo¢ prek mo-
deliranja elektroporacije dolociti prvotno stopnjo anizo-
tropnosti miSi¢nega tkiva kot intrinzi¢no in od elektropo-
racije neodvisno lastnost tkiva. Za zanesljivejSe rezultate
je potrebno zagotoviti visoko natancnost pri vstavljanju
elektrod v tkivo, nato pa tudi izmeriti dejanski kot vsta-
vljenih elektrod glede na potek miSi¢nih vlaken v kolikor
je to mogoce, ter skusati kar se le da zmanjSati vpliv de-
javnikov z naslova bioloSke variabilnosti.
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