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INTRODUCERE

Lucrarea de fata intitulata "Contributii la studiul fenomenului de permeabilizare a membranelor
celulare prin expunere la cdmp electric” este structurata in trei parti si are ca scop imbinarea elementelor
de microscopie optica si simulare numerica.

Tn prima parte a tezei este realizati o analizd a literaturii de specialitate in care am prezentat
elementele generale ale fenomenului de electroporare si aplicatiile sale, de unde am observat ca subiectul
este unul de actualitate, intens studiat de cercetitori. In urma cercetirilor am constatat o crestere a
interesului pentru modelarea numerica a fenomenului de -electroporare care poate conduce la
eficientizarea tehnologiilor aplicate in diferite interventii bio-medicale. Astfel de-a lungul timpului au fost
create modele numerice pornind de la celule singulare sferice, pana la modelarea unor celule realiste, sau
a unor structuri celulare multiple obtinute din microscopie optica. PlecAnd de la aceste observatii in cea
de-a doua parte sunt descrise metodele optice pe care am decis sa le utilizez pentru obtinerea unor
structuri celulare realiste implementate ulterior in ultima parte a lucrarii.

Asadar, in cea de-a treia parte sunt prezentate mai multe studii realizate prin modelare numerica
plecand de la validarea acestora prin comparatia cu modelul analitic existent in literatura de specialitate,
pand la utilizarea structurilor celulare realiste pentru a vedea cum anumiti parametri (grosimea
membranei, forma celulelor, frecventa, distanta dintre celule, etc.) influenteazd comportamentul acestora
in cdmp electric. Concluziile fiecarui studiu descris fiind prezentate in ultimul capitol al acestei parti,
alaturi de contributiile originale si perspectivele de dezvoltare ulterioara.

CAPITOLUL 1
ELEMENTE GENERALE DE ELECTROFIZIOLOGIE CELULARA

Electropermeabilizarea reprezinta procesul general de crestere a permeabilitatiic membranelor
celulare la diverse substante, facilitdnd tranzitia acestora intre mediul celular interior si cel exterior, prin
expunerea la cdmp electric variabil. Procesul este foarte dependent, att de caracteristicile campului
electric (amplitudine, forma de unda, frecventa si distributie spatiald), cat si de proprietatile electrice si
morfologice ale celulelor.

Cercetarile curente in acest domeniu abordeazd atat analiza experimentald, cat si analiza
computationald intr-o manierd complementard. Simuldrile numerice, luand in considerare formele
celulelor realiste si conditiile de expunere la cdmp, pot completa investigatiile experimentale prin
deschiderea perspectivelor si furnizarea de date cantitative. De-a lungul timpului au fost investigate prin
simulare si analizd numericd modelele simplificate, corespunzatoare diferitelor componente biologice,
pornind de la bacterii si celule, pand la tesuturi. Comportamentul lor in timpul expunerii la un camp
electric a fost analizat cu diferite scopuri: determinarea conditiilor optime de cAmp electric, cum ar fi
valorile de prag privind declansarea electropermeabilizérii, cuantificarea proprietitile electrice ale
membranei si a mediilor intra si extracelulare.

Etapele electropermeabilizarii [10]:

- Initierea: conductivitatea electricd si permeabilitatea incep sd creascd in momentul in care
tensiunea de membrana atinge valoarea critica. Timpii de duratd pentru aceastd etapa sunt: de ordinul
nanosecundelor pentru conductivitatea electrica si de ordinul microsecundelor pentru permeabilitate;

- Expansiunea: are loc cat timp tensiunea de membrand ramane la valoarea critica, iar
conductivitatea electricd a membranei i permeabilitatea transmembranard se mentin ridicate si/ sau se
intensificd, pana la sfarsitul pulsului (milisecunde);
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- Recuperarea partiala: dupa ce tensiunea de membrana scade sub valoarea critica, conductivitatea
si permeabilitatea membranei scad rapid, dar nu complet, stabilizandu-se la un nivel care permite n
continuare difuzia de ioni si molecule. Timpii de durata ai acestei etape sunt: de ordinul microsecundelor
pentru conductivitate; si de ordinul milisecundelor pentru permeabilitate;
- Resigilarea: in aceastd etapa membrana isi recapata treptat nivelul fiziologic de impermeabilitate
(cu exceptia cazului 1n care deteriorarea a fost ireversibila si celula 1si pierde viabilitatea), avand o durata
de la secunde la minute pentru temperaturi de 20-37°C, sau ore la temperaturi de 4°C.
- Memoria: chiar si dupa resigilarea completd a membranei, celula poate prezenta modificari ale
proceselor sale fiziologice si reactii la factori de stres Tnainte de revenirea completa la starea sa normala.
Fig. 1.1 ilustreaza sugestiv etapele de formare a porilor transmembranari, sub actiunea campului
electric aplicat din exteriorul membranei si respectiv de sigilare a porilor la suprimarea caimpului aplicat.

Formarea porilor

Initierea Crearea Expansiunea

_— “Sigilarea porilor

YT 3 £ %
Destabilizarea Degradarea Descompunerea  _ Dezintegrarea

Fig. 1.1 Ciclul de viata a unui por indus electric in stratul dublu lipidic al membranei. Etapele de formare si sigilare
a porilor sunt afisate in ordinea lor de aparitie. Formarea incepe odata cu aparitia campului electric, iar sigilarea
incepe odata cu incetarea cimpului. Imagine preluata din [10].

CAPITOLUL 2
ASPECTE EXPERIMENTALE ALE ELECTROPERMEABILIZARII

Electropermeabilizarea membranei celulare se realizeaza cu ajutorul unor echipamente speciale
de laborator denumite electroporatoare, care permit evaluarea mai multor probe simultan privind
preparatele de microscopie cu aceleasi ansambluri de electrozi speciali pentru culturile celulare.
Electroporatoarele pot fi setate pentru diferiti parametri de functionare, care si permitd cercetdtorilor
optimizarea puterii cdmpului electric in functie de tipul celulei si de prezenta sau absenta peretelui celular.

Un electroporator este alcatuit din: o sursd de alimentare de inaltd tensiune, un generator de
pulsuri, o unitate de control, o interfata cu utilizatorul si un modul de iesire (Fig. 2.1).
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Fig. 2.1 Diagrama bloc a unui electroporator, adaptare dupa [32]

Interfata cu utilizatorul permite setarea parametrilor pulsului, in functie de aplicatia dorita. Este
necesar ca dispozitivul sd masoare parametrii pulsurilor livrate si sa avertizeze utilizatorul in caz de
defectiune si/ sau functionare incorecta. Pentru generarea si modelarea pulsurilor electrice, este necesara o
sursa de alimentare de Tnaltd tensiune si un generator de pulsuri. Din modulul de iesire face parte unitatea
de masurare a pulsului de iesire si un comutator pentru pulsurile de 1naltd tensiune pe diferiti electrozi
(daca sunt utilizati mai multi electrozi).

Electroporatoarele sunt clasificate in functie de domeniu si aplicatiile pentru care sunt utilizate
astfel: clinice, industriale si de laborator.

Principalele aplicatii ale electroporarii sunt in medicina (electrochimioterapie, electrotransferul de
gene, extractia de biomolecule, fuzionarea de celule), dar si in biotehnologia alimentelor se dezvolta
multe directii (inactivarea microbilor sau altor microorganisme, uscarea biomasei, extractia de
biomolecule, aplicatii in microfluidicd)

Deoarece fiecare tip de aplicatie implica folosirea altor tipuri de celule, se impune o cunoastere profunda
a conditiilor de lucru si a caracteristicilor generale ale comportarii manifestate de membranele lipidice in
camp electric variabil Tn timp [48], [49]:

e caracteristicile fizice ale celulelor (dimensiuni, forme circulare sau alungite, pozitionare in raport
cu orientarea (vectoriala a) campului electric aplicat, proprietati fizice de material: permitivitati,
conductivitati electrice);

e parametrii cAmpului electric exterior aplicat (intensitatea campului electric, forma de unda,
frecventa, timpul de aplicare al semnalului) si modul de aplicare (cu electrozi ac, de alte forme,
sau in camp electric uniform creat intr-un dispozitiv de tip condensator plan);

e conditiile de mediu (temperaturd, pH, iar dacd sunt culturi celulare, importante sunt si
proprietatile electrice ale mediului extracelular).

citoplasmei si a mediului extracelular, si 2) conductivitatile electrice ale acelorasi trei subdomenii. Asa
cum este valabil pentru toate mediile biologice, proprietatile electrice variaza semnificativ in functie de
frecventa cdmpului electric aplicat, mai ales pe anumite subdomenii ale spectrului de unde Hertzian.

In Fig. 2.2 este reprezentarea schematici simplificatd a unei celule sferice cu doud straturi,
reprezentand partile componente ale acesteia si asocierea proprietatilor de material (conductivitatea si
permitivitatea electrica, o si €) pentru fiecare in parte: citoplasma (oc, &), membrana (om, €m) si mediul
extracelular (ce, &). Plecdnd de la aceastd reprezentare idealizatd, dar incluzind proprietatile
semnificative care au importanta in desfasurarea fenomenului de electropermeabilizare, au fost realizate
mai multe modele de simulare numerica modificind proprietatile electrice si morfologice ale celulei
sferice pentru a observa influenta acestora asupra tensiunii de membrana induse.
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C.¢,

Fig. 2.2 Modelul celulei sferice cu doua straturi. o si € reprezinta conductivitatea electrica, respectiv
permitivitatea electrica pentru fiecare subdomeniu n parte

CAPITOLUL 3
EVALUAREA PRIN MICROSCOPIE OPTICA A PROBELOR BIOLOGICE, PENTRU
ANALIZA EFECTELOR ELECTROPORARII

Tehnicile de microscopie opticd interferentiald si in cAdmp Intunecat, au avantajul ca pot fi
folosite pentru studiul probelor biologice aflate in diferite medii, fara a fi nevoie de preparari speciale si
fara a deteriora probele. in plus, acestea oferd anumite informatii importante, care nu sunt disponibile prin
alte tehnici.

Microscopia opticé clasica foloseste substante chimice de colorare pentru a putea studia probe
biologice in cAmp luminos. Acesti markeri cromatografici ajuta la diferentierea anumitor zone din tesuturi
sau celule, dar, in acelasi timp, necesita protocoale complexe, consumatoare de timp si bani pentru
preparare si pot modifica compozitia probei. Cu aceste tehnici se determina valori ale dimensiunilor (2D),
in plan transversal pe directia de propagare a luminii, iar modul de colorare oferd informatii despre
categoriile din care fac parte diferite celule.

De aceea, in ultimii ani, se cautd tehnici de analizd care sd aducid informatii despre probele
biologice fard a mai avea nevoie de markeri cromatografici. In acest context se inscrie tehnica de
microscopie holografica care este dedicata studiului probelor aflate in mediul lor natural si care ofera
informatii cantitative atdt in plan transversal cat si pe directia de propagare a luminii, rezultand imagini
3D. O alta tehnica care ofera imagini 3D ale probelor biologice este microscopia in camp intunecat ce
foloseste scanarea de-a lungul directiei de propagare cu pas de 100 nm. Aceasta, combinata si cu tehnica
de microscopie hiperspectrald, ofera informatii multiple despre probele biologice.

Am studiat aceste doud tehnici si le-am folosit Tn achizitia de imagini ale diferitelor tipuri de
celule aflate in culturi cu scopul de a le folosi pentru prelucrari ulterioare si a extrage informatii calculand
parametri specifici. Microscopia holografica, avand avantajul achizitiei in timp real, a fost folosita pentru
inregistrarea celulelor in timpul si dupa aplicarea pulsului de electroporare, furnizdnd mii de cadre pe care
le-am prelucrat impreuna cu colegii pentru a pune in evidenta efectele electroporarii. Imaginile pe care le-
am Tnregistrat folosind microscopia in camp intunecat, le voi folosi in viitor ca input in simularile
numerice deoarece acest tip de microscop oferd o rezolutie mare pe cele 3 axe, iar compartimentele
celulare (citoplasma, nucleu) sunt bine evidentiate.

Pentru obtinerea imaginilor celulelor realiste compatibile cu mediul de calcul numeric a fost
necesard procesarea imaginilor de faza obtinute prin microscopie holografica digitala parcurgand pasii: a)
segmentarea cu ajutorul software-ului Matlab; b) selectarea limitelor formelor celulare in software-ul
AutoCad pentru conturarea si delimitarea diferitelor grosimi ale membranei; c) conversia grafica a
fisierului pentru a asigura compatibilitatea cu mediul de calcul numeric; d) alegerea retelei de discretizare
adecvata pentru cele trei compartimente (exteriorul/ interiorul celulei si membrana celulara).

Tn Fig. 3.1 este ilustrat un exemplu al unei holograme inregistrate experimental, iar in Fig. 3.2

sunt ilustratii pasii principali ai procesarii imaginii pentru doud celule diferite. La primul pas, pentru
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segmentarea imaginii de faza a fost utilizat un filtru adaptiv pentru binarizare. Apoi, pe imaginea binara s-
au aplicat transformari de dilatatie si eroziune pentru asigurarea compactarii conturului selectat.
Rezultatul acestor operatii a fost o masca, care aplicatd pe imaginea de faza initiald a generat o imagine
din care a fost selectatd zona de interes. Aceastd imagine a fost apoi importata in software-ul AutoCad,
unde conturul celulei a fost selectat manual. Membrana a fost realizatd prin dublarea conturului si
redimensionarea pentru asigurarea unor grosimi diferite prin intermediul comenzii offset. Modelul celulei
obtinut la final dupd aplicarea tuturor pasilor a fost salvat intr-un format compatibil cu Comsol
Multiphysics.

Fig. 3.1a) Holograma inregistrata experimental, b) Reconstructia imaginii de faza, c);
Reprezentarea 3D [23]

b) d)

Fig. 3.2 Procesarea imaginilor pentru doua forme celulare realiste, Celula realisd_A (stdnga) si Celula realista B
(dreapta): a) si ¢) imaginile de faza rezultate din reconstructia hologramei dupa segmentare; b) si d) conturul si
reteaua de discretizare a celulelor importate Th Comsol [23]

Un studiu realizat cu imaginile achizitionate prin microscopia holografica digitala a fost indreptat
spre investigarea comportarii celulelor expuse la pulsuri bipolare de diferite amplitudini in experimente
pentru electroporare. Pentru fiecare celuld au fost inregistrate 5400 holograme experimentale, timp de 90
secunde: 100 cadre inainte de aplicarea pulsului si restul in timpul si dupd aplicarea pulsului de
electroporare. Reconstructiile, ca imagini de faza au fost prelucrate pentru a obtine valori ale unor
parametri globali: aria ocupata de celuld, masa uscata, entropia si variatiile lor in timp.

Pentru a caracteriza local fluctuatiile diferentei de fazd In anumite puncte de interes, am ales sa
calculam functiile de corelatie si autocorelatie. Aceastd abordare prin calculul functiilor de corelatie si
autocorelatie este o metodda noua din doud puncte de vedere: calculul lor pentru studiul proprietitilor
locale ale celulelor electroporate si aplicarea acestor functii pe imagini de faza.

De-a lungul celor 90 de secunde investigate, am observat o descrestere a ariei ocupatd de celula
pentru amplitudini ale pulsului de electroporare de 0.6 kV si 0.8 kV. in cazul pulsurilor de 1 kV au existat
variatii mari ale parametrilor cu multe celule care se umflau si se spargeau (Fig. 3.3)
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Fig. 3.3 Exemple de imagini cantitative de faza a celulelor electroporate la diferite amplitudini ale cAmpului
electric. Ultimele doud randuri reprezinta celulele electroporate la un 1 kV/cm care prezinta anumite
comportamente, precum: umflare (U) sau spargere (S). Sageata rosie marcheaza electroporarea si momentul de
timp al fiecarui cadru captat este prezentat pe fiecare imagine in parte. Linia 1 (0.6 kV/cm), Linia 2 (0.8
kV/cm), Linia 3 (1 kV/cm), Linia 4 (1 kV/cm U), Linia 5 (1 kV/cm S) [86]

1.0kV/em C

Functiile de autocorelatie au fost calculate in trei puncte: punctul de diferentd de faza maxima si
n doud puncte aproape de membrana celulara, aflate de-a lungul unei drepte paralele cu liniile de camp si
care trec prin punctul de diferentd de fazd maxima. Functiile de autocorelatie indica faptul cd regiunile
centrale ale celulei sunt mult mai putin afectate de electroporare fatd de cele aflate mai aproape de

membrana celulara.

electrozi

MP, p MP,

a b c

Fig. 3.4 Schema urmata in procedura de alegere a celor trei zone investigate: (a) imaginea cantitativa de
faza a celulei: scala de culoare reprezinta valorile defazajului intre 0 si 250 grade; liniile negre reprezinta
electrozii, linia punctata reprezinta o linie de camp electric dusa imaginar prin punctul in care celula
prezinta un maxim al valorii de defazare, punctele albastre reprezintd zonele alese pentru calcularea
functiilor de corelatie si autocorelatie CC - regiune centrald, MP1 si MP2 - puncte de mijloc; (b)
imaginea 3D a celulei; (c) Profilul de defazare de-a lungul liniei punctate [86]

O aplicatie pentru care am achizitionat si prelucrat imaginile utilizind microscopia Tn camp
intunecat CytoViva [88] a constat in studiul modului in care se distribuie celulele in cultura pe
micromagneti superparamagnetici fabricati prin scriere directa cu fascicul laser, prin polimerizarea cu doi
fotoni a unui compozit superparamagnetic fotopolimerizabil, de catre colegii de la Institutul de Fizica
Laserilor, Plasmei si Radiatiei, Magurele. Au fost studiate probe de control si probe introduse in camp
magnetic static.

Micromagnetii sunt zone de polimer in care au fost incorporate nanoparticule magnetice si au
fost proiectati sub forma unei micromatrici 2D similara cu o tabld de sah in care exista o alternanta intre
zonele paramagnetice si zonele non-magnetice. Pe acestia au fost cultivate celule fibroblaste, supuse apoi
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unui cdmp magnetic static. S-a observat ca pentru probele neexpuse unui cdmp magnetic fibroblastele
incubate s-au atasat uniform pe intreaga suprafata a micromatricii 2D, fara a fi influentate de zonele
paramagnetice si non-magnetice. in timp ce, sub influenta unui cAmp magnetic de 1.3 T, s-au asezat doar
in zona micromagnetilor superparamagnetici. Aceastd metoda poate oferi posibilitatea fabricarii unor
micromagneti biocompatibili cu geometrii bine definite pentru integrarea optima a grefelor de piele in
tesuturi.

In Fig. 3.5 sunt imagini ale structurilor fabricate, inainte de a fi cultivate celule pe ele. Se observa
repartizarea punctelor galbene doar in interiorul patratelor din zonele paramagnetice si lipsa acestora din
zonele non-magnetice.

a)l "L

Ormo

Fig. 3.5 Reprezentare 2D a micromatricii obtinute utilizind modulul 3D al microscopului in cAmp Intunecat
CytoViva (punctele galbene reprezinta nanoparticulele superparamagnetice): a) vedere de sus; b) vedere
inclinatd. Imagini ale structurilor inainte de a fi cultivate celulele [88]

Tn Fig. 3.6 este reprezentati distributia celulelor aflate in culturd pe matricea cu zonele
paramagnetice si non-magnetice. Pe randul de sus este imaginea unei probe introdusd in camp magnetic
de 1.3T, iar pe randul de jos este o proba de control, cu celule cultivate pe acelasi tip de structuri, dar fara
a fi introdusa 1n camp magnetic. Se observa organizarea diferitd a celulelor in cele doua situatii: cu camp
magnetic sau fard cAmp magnetic. In situatia fird cAmp magnetic celulele sunt uniform distribuite pe
ambele tipuri de patrate, pe cand in situatia cu cdmp magnetic, acestea sunt distribuite doar pe zonele
paramagnetie (acestea sunt semnalate prin prezenta punctelor galbene identificate si pe structurile
fabricate).

50 pm

Fig. 3.6 Reprezentarea 3D a micromatricilor (a, ¢) vederea de sus si (b, d) vederea inclinata a probelor cu
evidentierea colorata a celor trei componente urmarite pentru analiza: nuclee (culoarea albastra), citoschelet
(rosu) si nanoparticule superparamagnetice (galben). La aplicarea campului magnetic (a, b) si fara aplicarea

campului magnetic static (c, d) [88]
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CAPITOLUL 4
MODELE ANALITICE SI NUMERICE ALE UNOR STRUCTURI CELULARE IDEALIZATE;
VALIDAREA MODELELOR NUMERICE

Acest studiu consta in validarea principalelor caracteristici ce intervin in formularea modelelor
numerice de expunere a celulelor la camp electric uniform, prin comparatia rezultatelor cu date provenite
din calcule analitice acreditate in literatura de specialitate. Se folosesc modele numerice foarte simple
(structuri sferice omogene si stratificate), pentru care exista si solutii analitice.

Céand un corp este expus unui camp electric, forma si proprietatile sale electrice sunt esentiale
pentru determinarea distributiei intensitatii cAmpului electric in interiorul si exteriorul acestuia, date
semnificative pentru procesul de evaluare a fenomenului de electroporare.

Simularea numerica are drept avantaj principal obtinerea unor informatii cantitative suplimentare
simuldrii prin calcul analitic si chiar rezultatelor experimentale, privind comportarea si evolutia celulelor
expuse unui camp electric. Chiar daca in simuldrile matematice este inerent sd fie adoptate ipoteze
simplificatoare (idealizari), modelele pot fi utilizate pentru testarea cu resurse reduse a unei game largi de
caracteristici (setari specifice oricarui studiu), care sunt greu de aplicat in cazul experimentelor; simularea
matematica este, de asemenea, o cale de a obtine rezultate complementare celor provenite experimental.
Tnainte de utilizarea in aplicatii practice, modelele matematice trebuie insi validate. In faza de validare s-a
considerat un caz idealizat de solicitare electric, si anume expunerea corpului sferic la un camp electric
uniform, in regim armonic, la o frecventd de 50 Hz.

Foarte multd vreme cele mai utilizate forme pentru analiza numericd a fenomenului de
electroporare au fost cele sferice si elipsoide, dar recent au inceput sa se utilizeze si imagini realiste ale
celulelor, obtinute prin microscopie optica, studiindu-se astfel influenta unor elemente morfologice asupra
fenomenului de patrundere a campului electric in mediul celular, ca si impactul acestuia asupra
elementelor de structurd celulara si subcelulard. Metodele microscopice preferate in cazul de fata sunt
cele care ofera informatii 3D, astfel obtinerea formelor si dimensiunilor realiste ale celulelor este mult
mai accesibild, de exemplu MHD (microscopie holografica digitald) si CytoViva (microscopie in camp
intunecat si hiperspectral).

Pentru Inceput se realizeaza modelul unui corp sferic omogen in camp electric si este analizat atat
prin abordarea analitica introdusa de Schwan [97] si dezvoltata in [4], cat si numeric prin realizarea unor
modele 2D si 3D pentru a fi rezolvate cu metoda elementelor finite in mediul software Comsol
Multiphysics (versiunea 3.5a), urméand sa se faca validarea acestora prin comparatia rezultatelor numerice
cu cele analitice.

Prima dati a fost creat modelul sferic 3D (Fig. 4.1b), cat mai asemanator cu modelul analitic luat
drept referinta. Plecand de la acesta au fost derivate alte doud modele 2D: a) un model 2D - axial, bazat pe
simetria axiala in coordonate polare, ce reprezinta reducerea naturala a structurii 3D (Fig. 4.1c), si b) un
model 2D-cartezian construit ca reprezentare a unei sectiuni transversale prin intreaga celuld, in
coordonate carteziene, util Tn studiul geometriilor realiste ale celulelor rezultate din procesarea imaginilor
obtinute prin microscopie optica (Fig. 4.1d). Fiecare model a fost implementat si studiat in modul de lucru
destinate frecventelor joase si denumit in Comsol AC/DC cu variatie armonici, la 50 Hz. In problema
analitica spatiul din jurul corpului sferic este considerat infinit extins, Tn timp ce pentru modelul numeric
domeniul de calcul trebuie limitat cu frontiere trasate artificial si definite astfel incat solutia problemei sa
fie minim afectata, adica distributia cAmpului electric la distantd de corpul studiat sd nu fie perturbata.
Configuratia si dimensiunile domeniului de calcul sunt specificate pentru fiecare model in parte, impreuna
cu proprietatile electrice de material (conductivitatea electrica, o si permitivitatea electrica, €) (Fig. 4.1).
Rezultatele specifice au fost apoi determinate si comparate cu modelul analitic, si anume: distributia
intensitatilor campului electric din interiorul si exteriorul celulei si valoarea tensiunii de membrand indusa
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(TMI) de-a lungul conturului membranei celulare. Toate modelele au produs rezultate comparabile din
care am putut concluziona ca modelul 2D - cartezian este capabil sa reprezinte comportamentul celulelor
realiste ntr-un mod la fel de precis ca celelalte modele si poate fi folosit in aplicatii bazate pe tehnica
microscopiei holografice digitale (MHD). Acuratetea rezultatelor a fost considerata satisfacatoare, nu
numai pe baza comparatiei cu modele 3D, dar si prin faptul ca pune in evidenta foarte bine solicitarile
dielectrice de interes pentru electroporare. Atat experimentele, cit si modelele 3D arata ca cele mai mari
solicitari dielectrice (cuantificate aici prin valorile maxime ale TMI) sunt identificate in regiunile unde
vectorul E (intensitatea campului electric) este orientat normal pe suprafata membranei. Configuratia
redatd de modelul 2D - cartezian corespunde si conditiilor experimentale uzuale, respectiv celula se afla
n suspensie intr-o incintd similard unui condensator plan. Modelul 2D - cartezian rezultd aplicand
simetria plan-paraleld, pentru reducerea domeniului de calcul la un plan longitudinal (plan de sectiune
prin celuld si incintd in lungul liniilor de camp electric), in care identificarea solicitarilor dielectrice
maxime este perfect posibila.

Aceeasi configuratie este extrasd si din imaginile de microscopie, folosite pentru crearea
modelelor numerice realiste - un domeniu 2D 1in care celula aplatizata se afla in camp electric uniform,
orientat paralel cu planul respectiv (Fig. 4.1e).

b)

) \ e)

AN

Fig. 4.1 Configuratia si dimensiunile domeniului de calcul pentru fiecare model in parte: a) modelul analitic
neomogen; b) modelul sferic 3D; ¢) modelul 2D - axial; d) modelul 2D - cartezian; €) modelul 2D al unei celule
realiste
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a) b) c)

Potential electric [V]
Potential electric [V]

Distanta [m] 10°3 Distanta [m] 1078

Fig. 4.2 Comparatie intre modelul analitic si modelele numerice prin reprezentarea grafica a potentialului electric
pentru unghiurile 0°, 45°, 90°: a) modelul analitic neomogen si modelul sferic 3D; b) modelele 3D si 2D - axial; ¢)
modelele numerice 3D si 2D - cartezian

Poential eleciric [V]

Potential electric [V]

——— 90 deg - analiic

90 deg - 30

90 deg - 2D cartezian
= = =50 deg - 2D axial

4 6 8 10
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Fig. 4.3 Comparatie intre modelul analitic si modelele numerice prin reprezentarea grafica a potentialului electric: a)
pentru unghiul de 45°; b) pentru unghiul de 90°

In Fig. 4.2 si Fig.4.3 sunt reprezentirile grafice ale potentialului electric pentru diferite unghiuri 0
(unghiul masurat fatd de axa orizontald), corespunzatoare coordonatelor sferice pe baza cérora s-a facut
validarea modelelor numerice prin comparatie cu modelul analitic din literatura de specialitate.

In timpul procesului de validare, am putut de asemenea verifica si alte principii derivate din
studiile de simulare prezentate in literatura de specialitate cu privire la comportamentul celulelor expuse
la un camp electric uniform, precum: teoria privind faptul ci la frecvente joase, de pand la 10 kHz,
membrana este un material foarte bun izolant electric (conductivitatea sa fiind de ordinul 107" S/m), iar
tensiunea de membranad indusa nu depinde de grosimea membranei.

CAPITOLUL 5
MODELE NUMERICE ALE UNOR STRUCTURI CELULARE REALISTE - EXPUNERE IN
CAMP ELECTRIC ARMONIC

5.1 DESCRIEREA MODELULUI NUMERIC PENTRU CELULE CU FORME REALISTE LA
FRECVENTA VARIABILA

Modelul numeric utilizat pentru descrierea celulelor cu forme realiste este modelul 2D - cartezian,
acreditat prin procesul de validare din capitolul 4. Problema numerica a fost formulata in mod similar cu
cea utilizata pentru celulele de forma circulara idealizata. Domeniul de calcul bidimensional este limitat la
o incintad patratd de 50x50 um, iar in interiorul acesteia este generat, prin specificarea conditiilor de
frontiera adecvate, un camp electric uniform cu amplitudinea de 1 kV/cm (valoare considerata Tn zona
pragului de eficientd pentru declansarea electropordrii la frecvente joase, sub 1 MHz). Proprietatile
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electrice la frecvente joase au fost preluate din literatura de specialitate [100] si setate pentru fiecare
componenta celulard in parte astfel: pentru membrana celulard conductivitatea electricd om= 3-107 S/m si
permitivitatea electrica relativa em= 5, pentru citoplasma au fost setate 6i= 0.3 S/m si gi= 72.5, iar pentru
mediul extracelular, ce= 0.3 S/m si g.=72.5.

Studiile de analizd a comportamentului celulei in cdmp electric armonic la diverse frecvente
proprietatile electrice de material, variabile ele insele cu frecventa, sunt exprimate cu ajutorul modelului
propus de Debye pentru conductivitatea electrici complexa, respectiv pentru permitivitatea electrica
complexa, ca functii matematice avand frecventa ca argument. Este acoperita astfel o gama larga de valori
ale frecventei, precum si dependenta dintre tensiunea de membrana indusa si frecventa.

Modelul Debye (se referd la o singurd dispersie, valabil pentru un subdomeniu de frecvente)
& $1 & intervin ca valori relative (constante dielectrice), iar e, = 8.854-1012 [F/m] este permitivitatea
electrica a vidului:

0(f) = 0w + 1 7y 2 ke 5.
() = g e e (5.2)

. + :

jwe,  1+j(f/fe
care conduc la expresiile proprietatilor adevarate ca functii de frecventa, valabile pe un domeniu de valori
specificat.

WY (s — €c0)

o(f) =05+ T+ (f/1)? (F/1) (5.3)

&(f)=¢ G4)

L&
1+ (f/fo)?

Modelul Debye furnizeaza expresiile functiilor de frecventa ale celor doua proprietati de material
(conductivitatea electrica si constanta dielectricd) pentru membrand si pentru mediul apos citoplasmatic;
in acest studiu se considera mediul extracelular cu proprietati electrice similare citoplasmei [22].

Conductivitatea electricd a membranei $i a citoplasmei Constanta dielectrici a membranei si a citoplasmei

—cps_mem

-=--eps_cito \
——sigma_mem o —_‘\——‘.
----sigma_cito

@ b S b g P a0 o o &~ a0 o o
IS S S i \¥ ¥ \F \¥ \¥ \¥ ¥ V¥ ¥

Constanta dielectrici

\
Frecventa [Hz] Frecventa [Hz]

Fig. 5.1 Reprezentarea la scald logaritmica a dependentei de frecventd a proprietatilor electrice pentru fiecare
componenta celulara (modelul Debye) [24] ( valorile pentru conductivitatea electricad sunt exprimate in S/m, in
timp ce constanta dielectricd este adimensionald)

Tn Fig. 5.1 sunt reprezentate grafic aceste functii, la scara logaritmica, pentru fiecare componenti
celulard, pe intreg spectrul de frecvente care prezintd interes in experimentele de electroporare. Este
vizibil faptul ca dispersia conductivitatii electrice a membranei prezinta trei intervale majore, care se
potrivesc cu subdiviziunile spectrului de frecventd in raport cu electroporarea (intervale de joasa JF,
medie MF si inalta frecventd TF), in timp ce dispersia constantei dielectrice a membranei este limitata la
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intervalul comun JF+MF si intervalul IF. Dispersiile citoplasmei si ale proprietitilor electrice ale
mediului extracelular apar la frecvente foarte inalte si influenteazd in micd masura procesul de
electroporare. In Fig. 5.2 se afla reprezentarile pentru celulele realiste utilizate in studiile de caz analizate
in acest capitol, de unde se pot observa diferentele de dimensiuni si forma, acestea nefiind la aceeasi

o &

Fig. 5.2 Conturul si reteaua de discretizare a celulelor realiste obtinute prin microscopie holografica digitala

5.2 STUDIUL INFLUENTEI GROSIMII MEMBRANEI ASUPRA TENSIUNII DE MEMBRANA
INDUSE LA FRECVENTE JOASE

Studiul urmareste sd realizeze o analizd cantitativd a influentei pe care aceastd dimensiune
(grosimea membranei) o poate avea asupra acuratetei cu care sunt determinati indicatori importanti in
evaluarea pragului de declansare a electroporarii (in paticular valorile TMI). Evaluarea incertitudinilor
generate de mici variatii ale grosimii membranei, ca o datd importantd a problemei, este utila in
elaborarea pe viitor a modelelor celulare. Grosimea normala a membranei este cca. trei ordine de marime
inferioara razei unei celule sferoidale (de exemplu: 5 nm fatd de 5 um). Membrana este asadar un
subdomeniu de calcul de tipul unui strat foarte subtire de material, cu proprietdti electrice foarte diferite
de ale mediilor inconjuratoare. Pentru acuratetea modelului, solutia naturala este reprezentarea
membranei la grosimea sa realistd, in timp ce pentru gestionarea economica a resurselor de calcul apare
fie tendinta de a supradimensiona grosimea, fie de a inlocui acest strat subtire cu o suprafata de trecere
(frontierd) unde trebuie specificate conditii adecvate pentru marimile electrice. In formularea modelului,
aceste tendinte conduc spre implementari numerice diferite, care pot sd genereze solutii cu valori diferite.
Gestionarea incertitudinilor este obiectivul principal urmarit aici. Testele prezentate Tn continuare
evalueaza posibilele erori produse de supradimensionarea grosimii membranei.

Au fost folosite modele de tipul 2D - cartezian:

* Celula realistd A si Celula realista B - pentru doud celule analizate optic; prin reconstructie bazata pe
imagini microscopice (procedura descrisa in capitolul 3) au rezultat domeniile de calcul,

* Celula circulara_A si Celula circulara B sunt corespondentele lor in forme circulare, echivalate pe baza
egalitatii ariei vizibile in imaginea de microscop, avand dimensiunile radiale de 5.28 pm si respectiv 2.9
pm.

Pentru toate cele 4 celule cu morfologii diferite a fost desfasurat un test de analiza a raspunsului
la stres electric de joasa frecventd, prin determinarea variatiei valorilor TMI pe circumferintd, la diverse
grosimi ale membranei, in domeniul 5 nm ... 100 nm. Intensitatea cAmpului electric aplicat are valoarea
de 1 kV/cm, iar proprietatile electrice ale componentelor celulare sunt conform [100].

In Fig. 5.3 si Fig. 5.4 sunt reprezentirile grafice ale tensiunii de membrani induse pentru diferite
grosimi de membrana cuprinse intre 5 nm si 100 nm, ale celulelor realiste prin comparatie cu celule
sferice corespondente. Tn acest caz se poate observa faptul ci grosimea membranei nu influenteazi
tensiunea de membrand indusa prin expunerea la camp electric uniform, cu variatie armonica in timp, la
frecvente joase; in cazul celulelor realiste, din cauza formei neregulate a conturului, pot s apara diferente
foarte reduse, practice neglijabile, in cazuri de crestere a grosimii membranei intr-un domeniu restrans
(pana la cca. 100 nm). Chiar si cu aceste abateri de la forma circulard, profilul de sinusoida (sau
cosinusoidd) al distributiei TMI pe circumferinta celulei 1si mentine in mare aspectul de la celulele
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circulare corespondente. Este, desigur, de asteptat ca acest profil sd fie tot mai deformat, pe masura ce
forma celulei analizate se abate mai mult de la forma circulara. Diferenta de valori ale TMI dintre celulele
de configuratie B si cele A, se datoreaza diferentelor importante de marime - celulele de tip A au n planul
de calcul o suprafata de aprox. patru ori mai mare fata de celulele de tip B.

Avand in vedere aceste observatii am ajuns la concluzia ca se pot utiliza in continuare chiar si
grosimi mai mari ale membranei, cu beneficii In densitatea echilibratd a retelei de discretizare pe tot
domeniul de calcul, cu efecte In scurtarea timpului de procesare a simularilor numerice, reducerea
resurselor de calcul, precum si reducerea costurilor.

y b

™I[V)
™

Distanta{m] ) Distantafm]

Fig. 5.3 Valoarea absoluta a tensiunii de membrana induse (pe conturul celulelor) pentru diferite grosimi de
membrana pe un interval de 5-100 nm pentru a) Celula circulard A si b) Celula realistd A expuse la un cdmp
electric de joasa frecventa [23]

N — B

™
™I [V]

Distanta [m) x Distant3 [m)

Fig. 5.4 Valoarea absoluta a tensiunii de membrana induse (pe conturul celulelor) pentru diferite grosimi de
membrana pe un interval de 5-100 nm pentru a) Celula circulard B si b) Celula realistd B expuse la un cdmp
electric de joasa frecventa [23]

5.3 STUDIUL DISTRIBUTIEI CAMPULUI ELECTRIC S| A INDICATORULUI TMI PENTRU
DIFERITE FORME CELULARE LA FRECVENTA JOASA

Pentru celulele nesferice este recomandat ca tensiunea de membrana indusd sa se exprime in
functie de lungimea arcului de-a lungul membranei, iar pentru uniformitate, ar trebui utilizatd o versiunea
normalizatd a lungimii arcului [107]. Prin expunerea unei celule la un cdmp electric uniform distribuit
ntr-o incintd de tipul unui condensator plan, la frecvente joase de variatie in timp, se perturba distributia
uniforma al acestuia, asa cum se poate observa in Fig. 5.5a) de mai jos. Din Fig. 5.5b) se poate observa
cum datoritd conductivitatii electrice scazute a membranei campul electric se concentreaza in zonele de
membrana care imbraca polii celulei (vectorii campului electric vin pe o directie normala catre suprafata
membranei), avand valori cu doud ordine de marime mai mari fata de cAmpul electric aplicat. In Fig. 5.5¢)
este evidentiata intensitatea campului electric din interiorul membranei pentru Celula realistd A.

In timp ce membrana se comporti ca un concentrator de camp, distributia cAmpului este cvasi-uniforma in
interiorul celulei, cu o amplitudine in jur de 25 V/m. Fatd de valoarea de 0.1 MV/m a intensitatii campului
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electric aplicat, rezultatul demonstreaza efectul de ecranare semnificativd la patrunderea campului
electric, realizat de membrana asupra zonei celulare interioare.

Acelasi comportament se observa si in cazul Celulei realiste_B, dar cu discontinuitdti mai mari, asa cum
aratd Fig. 5.6. Datoritd dimensiunilor sale mai mici comparativ cu Celula realistd A, perturbarea
provocata de aceasta este mai mica in ceea ce priveste distributia generala a cAmpului electric, dar campul
electric indus in membrand se concentreaza mai mult Tn zonele unde suprafata celulei este mai lipsitd de
netezime, Fig. 5.6¢).

a) b) V)
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Fig. 5.5 Distributia campului electric si a potentialului electric pentru Celula realistd A in urma expunerii acesteia la
un camp electric de joasd frecventa [23]: a) Spectrul liniilor echipotentiale si intensitatea campului electric raportate
la amplitudinea cdmpului electric aplicat 10° V/m; b) Detaliu pentru distributia cAmpului electric in vecinatatea
celulei - harta de culoare si sdgeti; ¢) Detaliu pentru distributia cimpului electric in membrana si in vecinatatea ei
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Fig. 5.6 Distributia cAmpului electric si a potentialului electric pentru Celula realista_B in urma expunerii acesteia la
un cdmp electric de joasa frecventa [23]: a) Spectrul liniilor echipotentiale si intensitatea cAmpului electric raportate
la amplitudinea cAmpului electric aplicat 10° V/m; b) Detaliu pentru distributia cAmpului electric in vecinitatea
celulei - harta de culoare si sageti; ¢) Detaliu pentru distributia cimpului electric in membrana

Prin expunerea celulelor la un cadmp electric de joasa frecventa, s-a observat ca citoplasma se
comporta ca un material conductor, comparativ cu membrana izolatoare, astfel incat campul electric indus
in interiorul celulei este neglijabil in comparatie cu nivelul campului din exteriorul acesteia (asa cum arata
Fig. 5.5 si Fig. 5.6). Pentru evidentierea si mai clara a influentei formelor celulare asupra distributiei
campului electric si a tensiunii de membrana au fost realizate doud modele circulare asociate modelelor
realiste. Celulei realiste_A i-a fost asociata Celula circulara_A cu raza de 5.28 um, iar Celulei realiste B
i-a fost asociatd Celula circulara B, cu raza de 2.9 um (Fig. 5.7). Razele sunt determinate prin echivalarea
ariilor domeniilor 2D corespondente.
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Fig. 5.7 Distributia cdmpului electric pentru celule circulare in urma expunerii acestora la un cdmp electric de joasa
frecventa: a) Celula circulara A; b) Celula circulara B

Deosebirile care se constatd in spectrele marimilor de cdmp electric afectate de prezenta celulelor
expuse si dependente de forma si dimensiunile celulelor, au consecinte si asupra indicatorului de control
pentru electroporare - tensiunea de membrana indusa (TMI). TMI are valori maxime in zonele polare ale
celulei (zonele pentru care vectorul E este normal la suprafata membranei).

a) b)

Um colita sterica A
Um celula realsta A

™I [V]
=
—
™I[V]

0 0s 1 15
Distanta [m] 10°%

Fig. 5.8 Reprezentarea grafica a tensiunii de membrana induse TMI pe circa jumatate din conturul celulei pentru
modelele celulare corespondente (A si respectiv B): a) Celula circulara A si Celula realistd_A; b) Celula circulara
_B si Celula realista B

Distanta [m]

Din Fig. 5.8a) se poate observa ca prin suprapunerea pe acelasi grafic a tensiunilor de membrana
diferentele dintre Celula circulara A si Celula realista_A sunt destul de mici, datoritd asemanarii ca
forma. Pe cand 1n cazul suprapunerii Celulei realiste B cu Celula circulard B, Fig. 5.8b), diferentele sunt
mai evidente, datoritd formei neregulate a acesteia.

Se observd cd celulele cu o formad mai neregulatd si mai multe portiuni ascutite, determina
concentrarea campului electric, observatie utila pentru depistarea zonelor favorabile producerii
fenomenului de electroporare. Este astfel de asteptat ca o corelare intre orientarea vectorului E si
pozitionarea celulei realiste (cu suprafata avand abateri de netezime) sa poata conduce la maxime in
valorile TMI dependente de pozitia celulei, adicd regiuni ale membranei expuse preferential la
declansarea electroporarii.

5.4 STUDIUL UNEI CELULE REALISTE CE OCUPA POZITII DIFERITE iN RAPORT CU
ORIENTAREA CAMPULUI ELECTRIC APLICAT LA FRECVENTE JOASE

In studiul de fatd am abordat numeric influenta orientarii celulei in raport cu un camp electric de
joasa frecventa (1 kHz) pentru o celuld realista cu forma asemanatoare unei elipse Fig. 5.9. A fost
respectat acelasi domeniu de calcul, aceleasi conditii la limita si aceleasi proprietati electrice descrise in
subcapitolul 5.1.
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a) b)

Fig. 5.9 Reprezentarea Celulei realiste_C: a) Imaginea de faza obtinuta din reconstructia hologramei; b) Reteaua de
discretizare a conturului acesteia in Comsol

Tn Fig. 5.9 este evidentiatd Celula realisti C orientati cu axa mare la mai multe unghiuri,
parcurgénd o rotatie completa pornind de la un unghi de 0° intre axa sa si directia vectorului de intensitate
a campului electric aplicat.

Din spectrele potentialului electric (Fig. 5.10) se poate observa ca intensitatea campului electric
se concentreazd mai mult in extremitatile celulei (polul nord si polul sud), astfel ca TMI atinge valori
maxime (respectiv minime) in aceste zone. In toate cazurile, valorile tensiunii de membrana (pe
circumferinta celulei) rdmén in intervalul -0.8, 0.8 V cu aproximatie. Localizarea valorilor maxime
(respectiv minime) se asociaza cu zonele de membrana care sunt plasate la poli, chiar daca ele reprezinta
pentru fiecare pozitie alte zone de membrana ale celulei in rotatie.
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Fig. 5.10 Influenta campului electric aplicat asupra unei celule de forma alungita, la mai multe unghiuri de rotatie
ale axei sale fatd de directia vectorului E aplicat (E = 1kV/cm, f= 1 kHz); pentru fiecare pozitie s-au reprezentat:
potentialul electric in spectru de culoare (sus) si distributia TMI pe conturul celulei (jos)

Pentru a analiza dacd forma conturului are influenta asupra valorilor TMI, am fixat un punct pe
membrana celulei si am urmarit valorile TMI 1n acest punct, pe masura ce se schimba orientarea celulei in
camp (unghiuri in intervalul 0° si 330° intre axa mare a celulei si liniile de camp). Acest studiu s-a realizat
pentru doud puncte fixe ale conturului: din zona netedd (punctul 1) si din cea ascutitd (punctul 2) a
celulei, conform schitei din Fig. 5.11 a). Valorile au fost reprezentate in Fig. 5.11 b) si respectiv Fig. 5.11
c). Se observa ca tensiunea de membrana are valori intre -1V si 1V in ambele cazuri; maximele pozitive si
respectiv negative sunt atinse atunci cand punctul ales trece prin zona de poli. Putem spune ca valorile

16



Ana-Maria SANDU, “Contributii la studiul feomenului de electropermeabilizare membranara”

tensiunii de membrana Intr-un punct oarecare, depend nesemnificativ de forma celulei, curbura locala si
abaterile membranei de la netezime, in schimb depinde puternic de orientarea celulei ca intreg fatd de
liniile de camp. Valorile atinse de TMI sunt usor diferite in zona varfurilor locale fatd de zonele din
imediata vecindtate, conform reprezentarilor spectrului intensitatii cAmpului electric din capitolul 3.

a) b) | c) 1
2 08 08
0.6 0.6
0.4 0.4
— 02 o 02
g 0 £ o
2 02 2 02
1 T 04 T4
0.6 06
08 08
-1 |

0 30 60 S0 120 150 180 210 240 270 300 330 360 0 30 60 S0 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Unghi[] Unghi[]

Fig. 5.11 Valorile maxime ale TMI in doua puncte de pe suprafata membranei, luate ca repere, la o rotatie
completa a celulei alungite in cAmp electric uniform de joasa frecventa: a) Repere fixate pe conturul celulei; b)
Valorile maxime ale TMI in punctul de control (1) la o rotatie completa a celulei; ¢) Valorile maxime ale TMI in
punctul de control (2) la o rotatie completa a celulei

5.5 STUDIUL INFLUENTEI FRECVENTEI CAMPULUI ELECTRIC APLICAT ASUPRA
TENSIUNII DE MEMBRANA INDUSE

Acest studiu a fost realizat pentru determinarea dependentei dintre distributia de camp electric in
jurul celulei, respectiv dintre tensiunea de membrand indusa si frecventa cadmpului electric aplicat (in
cadrul regimului armonic, sau de unda continud); un parametru semnificativ pentru rezultate este dat de
particularitatile morfologice ale celulei analizate, adica forma si marimea celulelor. Comparatia vizeaza
cele doua tipuri de celule realiste modelate anterior - tip A si tip B - diferite ca forma si dimensiuni,
expuse 1n conditii similare (cAmp electric armonic cu aceeasi amplitudine si frecventd), pentru o gama de
frecvente intre 10 kHz -10 GHz.

Modelele de celule realiste, Celula realista A si Celula realistd B au fost expuse initial unui
camp electric armonic de joasa frecventd (10 kHz), apoi la frecventa inaltd (1 GHz) cu intensitatea de 1
kV/cm. Fig. 5.12 si Fig. 5.13 prezinta distributia intensitatii cAmpului electric (spectru de culoare pentru
valori raportate la amplitudinea cAmpului aplicat) si spectrele echipotentiale la frecvente joase (Fig. 5.12),
respectiv la frecvente inalte (Fig. 5.13). Prin compararea imaginilor Fig 5.12a) cu Fig.5.13a) si a Fig. 5.12
b) cu Fig. 5.13b) se pot vedea diferentele semnificative dintre impactul pe care 1l are campul electric
asupra celulelor la frecventd joasd si respectiv naltid. Efectul de ecranare pe care il are membrana
impotriva patrunderii cdmpului electric in interiorul celulei la frecvente joase, este aproape invizibil la
frecvente inalte. In acelasi timp, intensitatea cAmpului electric la nivelul membranei este considerabil mai
mica la frecvente inalte fatd de cea la frecvente joase (mai mult de un ordin de marime) pentru aceeasi
amplitudine de 1 kV/cm a campului aplicat. Daca raportam aceste observatii la obtinerea efectului de
electropermeabilizare, am putea deduce faptul ca amplitudinea campului electric aplicat ar trebui marita
in mod corespunzator, odata cu cresterea cdmpului electric aplicat. Rezultatele obtinute numeric sunt in
concordanta cu concluziile investigatiilor teoretice si experimentale prezentate in literatura [54], [22],
[58].
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Fig. 5.12 Spectrul liniilor echipotentiale si harta de culoare a cAmpului electric Tn valori relative, prin raportare la
amplitudinea campului electric aplicat 10° V/m la frecvente joase (10 kHz): a) Celula realistd_A; b) Celula
realistd B [23]
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Fig. 5.13 Spectrul liniilor echipotentiale si harta de culoare a cdmpului electric in valori relative raportate la
amplitudinea cdmpului electric aplicat 10° V/m la frecvente inalte (1 GHz): a) Celula realisti_A; b) Celula
realistd B [23]

In urma analizarii graficelor din Fig. 5.14, s-a observat comportamentul diferit al celulelor atunci
cand sunt expuse intr-un camp electric uniform la frecventa joasa comparativ cu cel la frecventa inalta. La
frecventd joasa, valorile TMI sunt cu aproximativ doud ordine de marime mai mari decat valorile
corespunzatoare frecventei inalte pentru aceeasi amplitudine a campului electric aplicat. De asemenea se
poate observa ca, forma neregulatd a celulelor provoacd abateri de la cazul idealizat (forma perfect
sinusoidala prezenta in cazul celulelor circulare), fenomenul fiind mai evidentiat la frecventele inalte.
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Fig. 5.14 TMI pe jumatate din conturul celulei pentru trei modele celulare: Celula circulard_ A, Celula realistd A si
Celula realistd_B supuse la acelasi camp electric de 1 kV/cm: a) frecventa joasa (10 kHz); b) frecventa nalta (1
GHz) [23]
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Plecand de la aceste observatii am continuat studiul patrunderii cdmpului electric in interiorul
celulelor realiste A si B prin compararea cu celulele circulare A (raza 5.28 pm) si B (raza 2.9 um) pentru
toatd gama de frecvente 10 kHz - 10 GHz.

Din Fig. 5.15 se poate observa dependenta de frecventa a valorilor maxime ale tensiunii de
membrand induse, cu aceeasi tendintd pentru toate morfologiile celulare, determinatd de proprietitile
electrice ale membranei. Proprietatile celorlalte componente ale celulei au un impact mai mic asupra
distributiei marimilor de cAmp electric pentru gama de frecvente inalte. In cazul frecventelor joase (JF)
proprietatile electrice ofera caracteristici izolante membranei, iar amplitudinea TMI este aproape
constantd pentru valori < 100 kHz. In gama de frecvente medii (MF) in intervalul 100 kHz - 10 MHz,
amplitudinea TMI scade cu doud ordine de marime si rdmane constanta la valori > 10 MHz, gama de
frecvente inalte (IF).
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Fig. 5.15 Tensiunea de membrana indusa (TMI) pe conturul celulei supuse unui camp electric armonic de 1 kV/cm
avand ca parametru de studiu frecventa in intervalul 10 kHz - 10 GHz: a) Celula circulard_A; b) Celula realistd A,
¢) Celula circulard B; d) Celula realista B [24]

Fig. 5.16 ilustreaza dependenta de frecventa a valorii maxime a tensiunii de membranad indusa
(TMImax), identificata si calculatd in regiunea superioara a fiecarei celule pe intreg spectru de frecvente,
10 kHz - 10 GHz (imaginea din stdnga) si 0 zond marita a domeniului de frecvente inalte (imaginea din
dreapta). Din analiza graficelor se observa o tendintd similara pentru toate morfologiile celulare, deoarece
dependenta de frecventa a valorilor TMImax este determinatd in principal de proprietatile electrice ale
membranei, care conferd caracteristici izolante membranei la frecvente joase, dar odatd cu cresterea
frecventei aceste caracteristici se pierd.

19



Ana-Maria SANDU, “Contributii la studiul feomenului de electropermeabilizare membranara”

Valorile maxime ale tensiunii de membrana indusa (TMI;,4x) Zona maritd a domeniului de frecvente inalte
1.20

1.00 Celula circulara_A
Celula realista_ A 14
0.80 i ) . 12
Celula circulara_B

0.60 Celula realisti A

TMI [V]

0.40

TMI [V]

0.20
Freeventa [Hz] 2 Frecventa [Hz]
0.00 0

V& W W \¥ \\'\\\ \\'\{ N \¢ \¥
Fig. 5.16 Variatia TMI max cu frecventa campului electric aplicat armonic de 1 kV/cm, pentru cele patru morfologii
celulare analizate: pe intreg intervalul de frecventa (stdnga) si maritd in domeniul de frecvente inalte (dreapta) [24]

5.6 STUDIUL COMPORTARII UNUI GRUP DE CELULE iN CAMP ELECTRIC; INFLUENTA
DISTANTEI DINTRE CELULE ASUPRA TENSIUNII DE MEMBRANA INDUSE

In conditii naturale, celulele sunt rareori izolate, iar densitatea solutiilor celulare si asezarea
celulelor unele fata de celelalte sunt factori care la rAndul lor influenteaza distributia campului electric
aplicat. Cel mai adesea celulele sunt in contact direct formand astfel monostraturi bidimensionale
(monostraturi atagate pe fundul unui vas), sau tridimensionale (tesuturi), sau chiar interconectate.

Acest subcapitol vine in continuarea celor precedente in care pe un interval mare de frecventa, au
fost studiate efectele campului electric aplicat asupra celulelor unice de forma realista fatd de cele
circulare si nivelurile TMI susceptibile de a produce procesul de electroporare [23], [24] si vizeaza studiul
suspensiile celulare expuse 1n conditii similare de lucru.

Modelele numerice realizate Tn acest caz sunt formate din grupuri de celule idealizate (circulare,
identice si plasate intr-un mod ordonat controlat) care au fost expuse la un cadmp electric armonic pe o
gama larga de variatie a frecventei, acoperind cele trei domenii specificate anterior: joasa (f < 100kHz),
medie (100 kHz < f < 100MHz) si inalta frecventa (100 MHz < f < 10 GHz). S-a urmarit modul in care
diversi parametri, precum: distanta dintre celule, pozitia 1n interiorul incintei, frecventa campului electric,
etc. influenteaza valorile maxime ale TMI [111].

1n cazurile prezentate in continuare s-au considerat matrice idealizate de celule distincte, care nu
se ating intre ele si sunt pozitionate ordonat, la distante care se pot varia, sugerand variatii ale densitatii
matricei celulare. Configuratia are similitudini cu un preparat format din celule in suspensie, avand
densitate redusa. Pentru acest studiu s-au considerat celule idealizate de forma circulard, cu raza de 5 pm
(similar cazurilor idealizate prezentate anterior in capitolul 4 si utilizate pentru studiile din 5.2 si 5.5).
Distantele minime dintre celule au fost variate in gama (0,1 ... 9) um. Studiul a fost facut considerand
expunerea la cadmp electric armonic, cu frecventa variabild in intervalul 10 kHz ... 10 GHz; citoplasma si
fluidul intercelular sunt medii relativ bune conductoare, cu proprietiti electrice similare, iar membrana
este un mediu dielectric cu pierderi, avand conductivitatea si constanta dielectrica dependente
semnificativ de frecventi (modele Debye prezentate in subcapitolul 5.2 cu date preluate din [101]). Tn
toate cazurile studiate si prezentate mai jos, campul electric aplicat s-a mentinut la E = 1 kV/cm, conditie
care permite compararea pe o baza comuna a tuturor cazurilor analizate.

S-au analizat doud configuratii:

(a) o matrice de cinci celule identice, structurata astfel: o celuld centrala si patru celule dispuse
simetric in jurul ei (celule marginale), pozitionate dupa directii orientate la 45° fata de directia vectorului
E aplicat.
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(b) o matrice de sapte celule identice, structuratd astfel: o celuld centrald si sase celule dispuse
simetric in jurul ei (celule marginale), pozitionate dupa directia paraleld, respectiv dupa directii orientate
la 30° fata de directia vectorului E aplicat.

Tn Fig. 5.17 si Fig. 5.18 sunt prezentate imagini ale celor doua configuratii si solutiile problemei
de camp electric la doud frecvente reprezentative pentru domeniul JF (10 kHz) si respectiv pentru TF (1
GHz) - potentialul electric in harta de culoare si linii echipotentiale, peste care este suprapus spectrul
intensitatii campului electric in reprezentare cu sageti. Se observa ca distributiile marimilor electrice sunt
n general influentate de frecventa similar cu cazurile studiate in subcapitolul 5.5 pentru o singura celula
aflatd 1n suspensie. Diferentele dintre cazurile corespondente se explicd in principal prin variatia cu
frecventa a proprietatilor electrice ale membranelor celulare.
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Fig. 5.17 Distributia potentialului electric (harta de culoare si linii echipotentiale) si a intensitatii cdmpului electric
pentru o matrice cu cinci celule identice, pozitionate dupa directii orientate la 45° fatd de directia vectorului E
aplicat: (a) frecventa 10 kHz; (b) frecventa 1 GHz
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Fig. 5.18 Distributia potentialului electric (harta de culoare si linii echipotentiale) si a intensitatii cdmpului electric
pentru 0 matrice cu sapte celule identice, pozitionate dupa directii orientate la 30° fatd de directia vectorului E
aplicat: (a) frecventa 10 kHz; (b) frecventa 1 GHz

Analizand solicitarile dielectrice (valorile TMImax) in diferite cazuri se observa ca diferente
notabile intre configuratii (atat de la o celula la alta, cat si de la o densitate matriceald la alta) apar numai
la frecventele joase (f < 100 kHz). In schimb, la frecventele inalte (f > 100 MHz) toate cazurile analizate
releva niveluri de solicitare dielectricd foarte apropiate, indiferent de densitatea matricei sau de pozitia
celulei In ansamblul matricei. Aceste solicitari (valori TMImax) la frecvente inalte sunt totusi mai ridicate
cu cca. un ordin de marime fatd de cele observate pentru cazul unei singure celule aflata in suspensie (cca.
0,1 V fata de 0,01V).

Figurile 5.19-5.20 prezinta familii de curbe ale marimii de control TMImax pe toatd gama de
frecvente relevante pentru electroporare; sunt analizate cazurile matricei de cinci §i respectiv de sapte
celule, cu identificarea valorilor TMIma Separat pentru celula centrala si pentru o celuld laterala.
Parametrul familiei de curbe este distanta dintre celule, masuratd in zona in care acestea se apropie cel
mai mult, si sunt luate in calcul valori in plaja 0.1 um ... 9 um. Se considera astfel ca celulele raméan in
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suspensie fard sa se atingd, ceea ce corespunde cazului unor densitati relativ reduse. TMImax se refera la
cele mai mari valori punctuale ale tensiunii de membrana induse prin expunere in camp electric, valori
nregistrate la polii celulei, sau in zona de pe suprafata unei celule unde componenta normala a vectorului
E este maxima).

(@ Valori TMI,,,, dependente de frecventa si de distanta (b) Yalori TMIm dependente de ffecvelﬁﬁ si de B
dintre celule - pentru celula din centrul grupului distanta dintre celule - pentru o cefuld laterald

0.1 um 0.1um

=
=)
o

= 0.3um — 0.3um

; b
-
A
E]
=
=
c
5

14 07
12 \ 3w o6 — 3um
-1 ) — Sum é — Sum
£ 03
%0—3 — 7um Sos — 7um

0.6 — Sum h[)? = Sum

04 02 \

o2 o e —

0 0
QB0 (EA05 (EA00 (pe0T E0B {E409 4 Eel0 VEFOY R0 g Ee0B g Er0T 0By pr09 g g0
frecventa [Hz] frecventa [lz]

Fig. 5.19 Valorile maxime ale TMI in functie de frecventa cAmpului electric aplicat uniform (unda continud, 1
kV/cm) pentru diferite distante intre celulele configuratiei cu cinci celule identice: a) celula centrald; b) celuld
pozitionata lateral

(a) Valori TMI,,,, dependente de frecventa si de distanta (b) Valori TMI,,, dependente de frecventa si de
dintre celule - pentru celula din centrul grupului distanta dintre celule - pentru o celuld laterald
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Fig. 5.20 Valorile maxime ale TMI in functie de frecventa cAmpului electric aplicat uniform (unda continua, 1
kV/em) pentru diferite distante intre celulele configuratiei cu sapte celule identice: a) celula centrala; b) celula
pozitionata lateral
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CAPITOLUL 6
MODEL NUMERIC PENTRU FORMAREA PORILOR TRANSMEMBRANARI -
EXPUNERE IN CAMP ELECTRIC PULSATORIU

Obiectivul studiului constd in realizarea unui model numeric de analizd a dinamicii porilor si
validarea rezultatelor obtinute, prin comparatie cu date experimentale din literaturd, procentul de
permeabilizare din [113] si fluorescenta mediana din [115].

Pentru realizarea acestui studiu a fost creat un model 2D cu simetrie axiald al unei celule sferice
plasata intr-o incintd de forma cilindricd pentru a fi expusd unui cAmp electric pulsatoriu, care permite
simularea pulsurilor trapezoidale, cu parametri ajustabili (durata, frecventa de repetare). Domeniul de
calcul si conditiile de frontiera au fost stabilite conform Fig. 6.1, unde V,, reprezinta potentialul electric
aplicat sub forma unui tren de 50 pulsuri bipolare; fiecare puls avand durata (T1) de 1 ps, atat pe
alternanta pozitiva, cat si pe cea negativa, cu un interval T2 de pauza intre pulsuri. Durata T2 de
mentinere a valorii Vo=0 intre cele doud pulsuri este un parametru important in modelarea numerica a
fenomenului de formare a porilor, iar analiza prezentata in continuare considerd cazurile in care T2 ia
valorile de 1 us si respectiv 10 ms. Fig. 6.2 prezinta forma de unda generala, aplicata pentru reprezentarea
variatiei potentialului Vo, adica functia Vo (t) utilizata in modelul de calcul.

Volt)

- Impedanta
distribuita

Simetrie axiala
Izolator electric

V=0
Fig. 6.1 Domeniul de calcul si conditiile de frontiera pentru o celula sferica

Modelul numeric a fost aplicat pentru mai multe cazuri in functie de cele doud valori ale
intervalului T2 de pauza si conductivitatile electrice ale mediului extracelular, iar pentru fiecare caz a fost
calculatd densitatea locald a porilor la diferite valori ale intensitatii campului electric, cuprinse intre
0...5000 V/cm. Proprietatile electrice au fost preluate din [113] si [123].

(a) (b)
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Fig. 6.2 Forma de unda a pulsurilor bipolare. (a) Tren alcatuit din 50 pulsuri bipolare; (b) Fiecare puls bipolar are o
alternanta pozitiva si o alternantd negativa, ambele cu o duratd de 1 ps (T1), iar intre ele exista un interval de pauza
(T2), de 1 ps sau 10 ms. Pulsurile sunt trapezoidale, cu o durata de crestere, respectiv scadere, intre zero si 100 ns
[125]

Tn Fig. 6.3 de mai jos este reprezentatd formarea porilor prin membrana celulard, in mediul
extracelular cu conductivitate scdzutd prin expunerea acesteia la diferite valori maxime ale campului
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electric, cuprinse in intervalul 0...5000 V/cm, avand pasul de incrementare de 1000 V/cm. In aceastd
figura sunt evidentiate toate etapele electropermeabilizarii membranei celulare prin crearea porilor in
urma stimularii acesteia cu un camp electric din exterior. Asadar, din reprezentarea la scara liniara se
poate observa etapa de resigilare a porilor, implicit de regenerare a membranei, dupa atingerea numarului
maxim de formare a porilor, in timp ce, din reprezentarea la scard logaritmica se pot observa etapele
initiale ale formarii porilor (initierea, expansiunea si recuperarea partiald). Prin aplicarea acestui model se
observa ca densitatea porilor creste proportional cu intensitatea cAmpului electric aplicat.

—E=0Viem
E=1000V/em

E=2000V/cm
4 — E=3000V/em
E=4000V/cm
E=5000V/ct

Numir pori (a.u)

Numir pori (a.u)

0¥ 10° 10 102 10° 10°
(s)

Fig. 6.3 Numarul porilor in functie de timp pentru diferite valori maxime ale cdmpului electric aplicat in mediul
extracelular cu conductivitatea scazuta pentru un tren de 50 pulsuri bipolare cu durata de 1 ps si distanta intre ele 1
ps. In partea de sus este reprezentarea la scari liniard a dinamicii porilor si sigilarea acestora, in timp ce in partea de
jos, in reprezentarea la scard logaritmica se poate observa formarea porilor [125].
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Fig. 6.4 Numarul porilor in functie de timp pentru doud valori diferite ale intervalului de pauza (camp electric nul)
ntre pulsuri (T2), 1ps, respectiv 10ms in mediul extracelular de joasd conductivitate la 1kV/cm. (a) Reprezentarea
la scara liniard; (b) Reprezentarea la scara logaritmica a dinamicii formarii porilor [125].

Tn Fig. 6.4 este reprezentata evolutia numarului de pori in functie de timp, pentru cele doua cazuri
de considerare a intervalului de pauza T2 dintre pulsuri, 1 ps si respectiv 10 ms, iar celula este plasata in
mediul extracelular de joasa conductivitate, in urma aplicarii unui camp electric cu intensitatea maxima
de 1 kV/cm. Din reprezentarea logaritmica (Fig. 6.4b) se poate observa cresterea treptatd a numarului de
pori, pentru T2 = 10 ms, In comparatie cu cresterea abrupta atunci cand T2 = 1 ps. Totusi in cazul T2 =1
MS s-a obtinut un numdr mai mare de pori, care s-au mentinut deschisi pentru mai mult timp, spre
deosebire de cazul T2 = 10 ms.

Pentru validare am comparat initial rezultatele numerice cu cele experimentale din [113] unde a
fost analizat procentul de permeabilizare a celulelor. Experimental autorii din [113] au constatat ca
numarul maxim de celule permeabilizate a fost atins dupa aplicarea unui anumit camp electric, Tn timp ce
din rezultatele noastre obtinute prin modelare numerica (Fig. 6.5), am observat ca, prin cresterea cAmpului
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electric, numarul moleculelor care patrund in celuld (absorbtia moleculard) a continuat sa creasca. Cu cat
asupra celulelor se aplica campuri electrice cu amplitudini mai mari, cu atat absorbtia moleculara creste,
chiar daca experimental s-a atins numarul maxim de celule permeabilizate. Astfel, la scard liniara,
cresterea valorii ASC este de asemenea liniara la amplitudini reduse ale intensitatii cAmpului electric. in
urma acestei observatii am decis extinderea studiului prin compararea valorilor numerice cu fluorescenta
mediana a iodurii de propidiu din [115].

107

uctivity buffer: T2=1ps
uctivity buffer: T2=10ms

0 1000 2000 3000 4000 5000
E(Viem)

Fig. 6.5 Integrarea numarului de pori in functie de amplitudinea caAmpului electric in mediul extracelular de joasa,
respectiv inaltd conductivitate, in urma aplicarii unui tren de 50 pulsuri bipolare. Durata unui puls (T1) a fost 1 ps, si
intervalul dintre pulsuri (T2), 1 ps sau 10 ms [125].

In urma suprapunerii pe acelasi grafic a valorilor experimentale (fluorescenta mediand) si a celor
numerice (formarea porilor) am observat ca intre acestea existd o similitudine a tendintei de crestere a
absorbtiei chiar si dupa atingerea numarului maxim de celule electroporate la 3500 V/cm (Fig. 6.6).

Valori numerice

—F— Valori experimentale

ASC (a.u)

Fluorescenta mediana (a.u.)

0 1000 2000 3000 4000 5000
E(V/em)
Fig. 6.6 Comparatie intre valorile masurate experimental (fluorescenta mediand) si cele obtinute numeric (formarea
porilor) pentru absorbtia moleculara in functie de cAmpul electric aplicat [125]. Valorile masurate experimental sunt
reprezentate in functie de deviatia standard si au fost obtinute din [115]

Din rezultatele numerice s-a observat cd densitatea numarului de pori are aceeasi tendinta de
crestere proportionald cu amplitudinea E pentru ambele valori ale conductivitatii extracelulare. Insa prin
compararea rezultatelor numerice cu cele experimentale din [113] s-a observat ca absorbtia moleculara se
comportd diferit pentru cele doud tipuri de mediu extracelular. Pentru mediul extracelular cu
conductivitate ridicatd rezultatele numerice sunt similare cu cele experimentale din [113]; insa pentru
mediul extracelular cu conductivitate scazutd, modelul numeric nu ofera rezultate satisfacatoare, ceea ce
inseamna ca intre cele doua medii existd o diferentd, probabil legatd de biologia sau chimia fenomenului
de electroporare care nu au fost incluse in modelul numeric.

Diferentele dintre valorile numerice si cele experimentale se datoreaza limitdrilor modelului
numeric. In primul rand pentru reducerea timpului de calcul si a resurselor, a fost modelat un singur tren
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de 50 de pulsuri bipolare, in loc de opt, cum au fost aplicate experimental. Tn al doilea rand, modelul
numeric nu include extinderea sau micsorarea porilor si in al treilea rand nu au fost luate in calcul
mecanismele de transport (electroforeza si difuzia). A fost presupus ca numarul de pori este corelat cu
transportul, adicd prin cresterea numarului de pori, transportul creste, si a fost aproximat calculand
valoarea ariei de sub curba (ASC).

CONCLUZII
C1. CONCLUZII GENERALE

O atentie deosebita a fost data, In programul de cercetare prezentat in teza, aspectelor de corelare
a diferitilor parametri caracteristici procesului EP, pe de o parte, detalii ce {in de varietatea structurilor
celulare si pe de alta parte, a parametrilor cAmpului electric aplicat. In pregitirea experimentelor, o etapd
esentiala este cea a identificarii domeniilor de variatie a parametrilor pe care cercetatorul ii are la
dispozitie pentru a diversifica analizele avute in vedere si a domeniilor de valori ale variabilelor explorate.
Astfel, in pregatirea unui studiu, trebuie acoperita etapa stabilirii setarilor potrivite pentru experimentul de
laborator sau de simulare numerica.

Studiul prezentat in teza se bazeaza pe o documentare consistenta in literatura de specialitate, cu
contributii care incep in anii 1950 cu studii de modelare analitica a unor forme idealizate de celule sferice
in camp electric (modelele Schwan) si cu studiul proprietatilor electrice de material ale componentelor
celulare. Tn ultimele 2-3 decenii literatura in domeniu s-a imbogatit spectaculos pe cateva directii
principale: (1) analiza de laborator, bazata pe experimente electrochimice controlate ale fenomenelor de
transport transmembranar; (2) analiza prin simulare numerica a problemelor de camp electric, asociate cu
simularea fenomenului de generare a porilor, fie prin modele statistice, fie prin dinamica neliniara care
incearca sa explice modificarile fizico-chimice la nivel de particule elementare in structura membranelor.

Dintre centrele de cercetare recunoscute la nivel international pentru rezultate consistente si studii
desfasurate pe o lungd perioada de timp, trebuie mentionat Laboratorul de Biociberneticd, din cadrul
Facultatii de Inginerie Electricd, Universitatea din Ljubljana, unde am participat la un stagiu de instruire,
unde am avut ocazia sa colaborez cu colegii sloveni la un proiect de simulare a statisticii generarii porilor,
care este prezentat in Capitolul 6 al tezei.

Lucrarea de fatd prezintd mai multe studii despre modelarea numericd a fenomenului de
electropermeabilizare membranara si utilitatea sa in aplicatii bio-medicale Tncepand cu modele simple de
celule sferice pana la celule cu forma realistd obtinute prin microscopie optica. Simuldrile numerice au
fost efectuate prin metoda elementului finit, utilizind software-ul Comsol Multiphysics. Achizitia
experimentald a imaginilor celulare a fost realizatd prin tehnici de microscopie holografica si in camp
intunecat, iar preprocesarea acestor imagini reprezentdnd celule cu forme realiste a fost realizatd cu
software-urile specifice fiecarui microscop. Pentru reprezentarea imaginilor ca domenii de calcul in
Comsol Multiphysics, prelucrarea s-a realizat in mai multe etape: cu software-urile MATLAB pentru
segmentarea celulelor si AutoCad pentru selectarea limitelor formelor celulare si stabilirea grosimii
membranei celulare.

In Capitolul 1 am realizat o analiza a literaturii de specialitate si am prezentat elementele
generale ale fenomenului de electroporare si aplicatiile sale; literatura studiatd dovedeste din plin ca
electropermeabilizarea este un domeniu de actualitate, intens studiat de cercetatori. Am observat de
asemenea de-a lungul timpului o crestere a interesului pentru modelarea numerica atat a celulelor realiste
singulare, cat si a unor structuri celulare multiple, deoarece aceasta este o modalitate economica pentru
testarea diversilor parametri utilizati experimental, crescand astfel eficienta tehnologiilor de electroporare
aplicate Tn mod particular in diferite interventii bio-medicale. Din acest studiu am observat ca existd mai
multe obiective spre care se orienteaza cercetarea acestui fenomen: (1) analiza stresului electric la care
este supusa membrana celulard ce face posibild cresterea tensiunii de membrana si a probabilitatii de
declansare a procesului de electropermeabilizare; (2) dinamica de formare a porilor prin aplicarea unui
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camp electric sub formd de pulsuri, (3) excitatia in unda continud, a cérei analizd spectrald este
consideratd mai precisa datorita latimii de banda inguste.

In Capitolul 2 am prezentat aspectele experimentale specifice electropermeabilizirii
membranare: echipamentele folosite si clasificarea acestora, caracteristicile fizice ale celulelor, parametrii
campului electric exterior si conditiile de mediu. Parametrii folositi in simuldri se refera la dimensiunile si
formele celulelor, grosimea membranei si la proprietatile electrice de material pentru fiecare componenta
celulara in parte. Am realizat o sinteza a seturilor de valori rezultate din teste experimentale si folosite in
cercetare pentru constructia modelelor de analizd prin simulare numericd; am realizat doua studii
documentare cu privire la caracteristicile morfologice ale celulei si proprietatile electrice de mediu
specifice structurii celulare.

Tn Capitolul 3 am prezentat principiile de inregistrare a probelor biologice prin douid metode
optice: microscopia holografica digitala (MHD) si microscopia optica in camp intunecat pentru imagistica
hiperspectrala si 3D, avantajele si aplicatiile acestora.

Am studiat si utilizat aceste doud tehnici in achizitia de imagini ale diferitelor tipuri de celule
aflate in culturi cu scopul de a le folosi pentru prelucrari ulterioare si a extrage informatii calculand
parametri specifici. Microscopia holografica digitala, fiind o tehnicd dedicatd studiului probelor
transparente, de faza, aflate Tn mediul lor natural, fara a fi nevoie de marcare fluorescentd, a fost folosita
pentru inregistrarea celulelor in timpul si dupa aplicarea pulsurilor de electroporare. Acest lucru este
posibil deoarece MHD nu foloseste scanarea in timpul inregistrarii experimentale, rezultand avantajul de
a achizitiona imagini ale fenomenelor rapide, in timp real. Microscopia in camp intunecat datorita
rezolutiei mari pe cele 3 axe a fost utilizatd pentru inregistrarea si achizitia imaginilor celulare pe
compartimente (citoplasma si nucleu). In cazul fiecarei tehnici am descris in detaliu toate etapele pe care
le-am folosit in procesul de inregistrare, achizitie si procesare a imaginilor, pand la obtinerea
reconstructiilor 3D pe care le-am exportat intr-un mediu software adecvat pentru a fi analizate in camp
electric, prin metoda elementului finit.

Capitolul 4 consta in validarea principalelor caracteristici ce intervin in formularea modelelor
numerice de expunere a celulelor la un cdmp electric uniform, prin comparatia rezultatelor cu date
provenite din calcule analitice din literatura de specialitate. Initial am descris modelele analitice omogene
si neomogene ale unui corp sferic n cdmp electric uniform Incadrate in sistemul de coordonate sferice si
n cel cartezian. Apoi am analizat rezultatele obtinute cu modelul neomogen prin crearea a trei modele
numerice, primul model creat fiind cel 3D, care este cel mai asemanator cu modelul analitic. Plecand de la
acesta am construit, prin aplicarea unor criterii de simetrie, alte doua modele 2D: a) un model 2D - axial,
bazat pe simetria axiald in coordonate polare, care reprezintd reducerea naturala a structurii 3D, si b) un
model 2D - cartezian construit ca reprezentare a unei sectiuni transversale prin intreaga celuld, in
coordonate carteziene. Am implementat si studiat fiecare model in modul de lucru destinat frecventelor
joase, iar pentru validarea unui model operativ, de lucru, pe care ulterior sa-1 folosesc Tn studiul de
simulare numerica am comparat rezultatele obtinute (distributia intensitatilor campului electric din
interiorul si exteriorul celulei si valoarea tensiunii de membrand induse TMI) cu modelul analitic luat
drept referintd. Deoarece toate cele trei modele numerice au produs rezultate comparabile intre ele si fata
de modelul analitic de referinta, am putut concluziona ca modelul 2D - cartezian este capabil sa reprezinte
comportamentul celulelor realiste Intr-un mod acceptabil si la precizie comparabila cu celelalte modele si
poate fi folosit in aplicatii bazate pe tehnica microscopiei holografice digitale (MHD), cea care ofera
imagini pentru celulele in suspensie, potrivite pentru a sta la baza constructiei unor domenii de calcul
pentru analiza problemelor de cAmp electric cu metoda elementului finit.

Tn Capitolul 5 am realizat modelarea numerica a unor structuri celulare realiste de diferite forme
si dimensiuni obtinute prin microscopia holografica digitala (MHD).

Un prim studiu a fost cel al influentei grosimii membranei celulare asupra tensiunii de membrana
indusa prin aplicarea unui cadmp electric la frecventa joasa. Pentru acesta am utilizat modele numerice ale
unor structuri celulare sferice, in comparatie cu cele realiste. Grosimile membranei celulare au fost variate
intre 5 nm si 100 nm. Din rezultatele obtinute s-a constatat ca tensiunea de membrana indusa la frecvente
joase nu este influentatd de grosimea membranei, cu toate ca in cazul celulelor realiste apar mici variatii,
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datorita formelor neregulate. Insa chiar si in aceste cazuri, distributia tensiunii de membrana se prezinta,
prin analogie cu cazul celulelor sferice, foarte apropiatd de forma unei sinusoide (sau cosinusoida)
obtinutd pentru modelele sferice. De aici s-a constatat faptul ca se pot realiza modele numerice pentru
structuri celulare realiste cu grosimi mai mari ale membranei, pentru scurtarea timpului de procesare si
economisirea resurselor de calcul. Tot in acest caz am observat cd tensiunea de membrana indusa este
influentatd atat de forma celulelor, cat si de dimensiunea lor caracteristica dupa directia de orientare a
campului electric; de aceea urmatorul studiu efectuat a fost in legaturd cu determinarea TMI, precum si
modul de distributie a cAmpului electric de joasa frecventa.

Prin expunerea unei celule in cdmp electric uniform de joasa frecventa din interiorul unei incinte,
se perturba distributia uniforma a campului initial aplicat, iar in functie de proprietétile electrice ale
componentelor celulare, cdmpul electric se poate concentra in diferite zone ale celulei. Datoritd
conductivitdtii electrice scazute, membrana se comporta ca un izolator si concentreaza campul electric la
polii acesteia, iar in interiorul celulei, distributia campului este cvasi-uniforma, datoritd caracterului
predominant conductor al citoplasmei. Pentru evidentierea si mai clard a influentei formelor celulare
asupra distributiei cAmpului electric si a tensiunii de membrand induse am realizat doua modele pentru
celule circulare idealizate, fiecare in parte asociat unei configuratii celulare realiste, de dimensiuni
aproximativ egale. Prin compararea rezultatelor am observat ca, cu cat celulele au o forma mai neregulata
si mai multe portiuni ascutite cu atat cdmpul electric se concentreaza 1n acele zone, criteriu util pentru
depistarea zonelor favorabile producerii fenomenului de electroporare.

Dupa expunerea celulelor realiste si a modelelor circulare asociate acestora unui camp electric
armonic de joasa frecventa (10 kHz) cu amplitudinea de 1 kV/cm, am continuat studiul pentru a vedea
dependenta dintre tensiunea de membrana indusa si frecventa campului electric aplicat, pentru o gama de
frecvente intre 10 kHz - 10 GHz. Prin compararea rezultatelor obtinute in cazul fiecarui tip de celuld am
observat diferente semnificative n impactul pe care 1l are campul electric asupra celulelor la frecventa
joasa si respectiv 1naltd. Efectul net de ecranare pe care il are membrana la frecvente joase impotriva
patrunderii cAmpului electric in interiorul celulei este aproape inexistent la frecvente inalte. In acelasi
timp, intensitatea cdmpului electric localizat in membrana este mai micd cu mai mult de un ordin de
marime la frecvente Tnalte fatd de cea la frecvente joase pentru aceeasi intensitate a cAmpului electric
aplicat (1 kV/cm). In ceea ce priveste valorile tensiunii de membrana indusa am observat ci la frecvente
joase, acestea sunt cu aproximativ doud ordine de marime superioare fatd de valorile corespunzatoare
frecventelor Tnalte pentru aceeasi intensitate a campului electric aplicat.

Am studiat de asemenea dependenta TMI fatd de orientarea unei celule realiste cu forma
asemdndtoare unei elipse In campul electric aplicat de joasa frecventa 10 kHz. Pentru acest studiu am rotit
celula cu axa mare la mai multe unghiuri, parcurgind o rotatie completa, pornind de la un unghi de 0°
intre axa sa si cAmpul electric aplicat. Din spectrele de culoare ale potentialului electric s-a observat ca
intensitatea campului electric se concentreaza mai mult in extremitétile celulei (polul nord, respectiv polul
sud, unde liniile echipotentiale se indesesc, determinand un gradient mare), iar valorile extreme (maxim
pozitiv si respectiv negativ) ale tensiunii de membrana indusa se asociaza cu zonele de membrana plasate
la poli, indiferent de unghiul de rotatie al celulei. Printr-un studiu sistematic asupra valorilor TMI s-a
constatat ca valorile tensiunii de membrana indusa intr-un punct oarecare nu depind semnificativ de forma
membranei celulare din acel loc, ci de orientarea celulei ca intreg fata de liniile de camp.

Un alt studiu a fost reprezentat de efectele cAmpului electric aplicat asupra unor grupuri de celule
cu formad idealizata (matrice celulard) urmarindu-se determinarea unor reguli de comportament al
suspensiilor de celule din punct de vedere al solicitarilor dielectrice favorabile electroporarii. Indicatorul
celei mai nalte solicitari dielectrice este considerat a fi valoarea maxima a tensiunii de membrana induse
(TMImax) care poate fi asociat cu pragul de declansare al electroporarii, deoarece este proportional cu
intensitatea cAmpului electric aplicat, dar depinde si de frecventa campului si de prezenta altor celule din
vecinitate. In acest caz am urmirit modul in care diversi parametri precum: distanta dintre celule, pozitia
acestora in interiorul incintei si frecventa campului electric aplicat, influenteaza valoarea si distributia
tensiunii de membrana indusd. Am analizat prin comparatie configuratii si implicit densitati diferite ale
grupului de celule identice in suspensie, evaluand influenta densitatii solutiei (respectiv a distantei dintre
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celule) si a pozitiei centrale sau marginale a unei celule in cadrul configuratiei. In urma analizei
solicitarilor dielectrice (valorile TMImax) am observat diferente notabile intre configuratii (atat de la o
celuli la alta, cét si de la o densitate matriceali la alta) numai la frecventele joase (f < 1 MHz). In timp ce,
la frecventele nalte (f > 100 MHz) s-a observat cd nivelurile de solicitare dielectrica sunt foarte apropiate,
indiferent de densitatea matricei sau de pozitia celulei in ansamblul matricei, desi valorile TMImax au fost
mai ridicate cu cca. un ordin de marime fatd de cele observate pentru cazul unei singure celule in
suspensie. In privinta rezultatelor obtinute prin modelare si analiza original, se poate spune ca acestea se
coreleaza bine cu tendintele si comportamentele semnalate in general 1n literature, in studiile
experimentale si de simulare pe care le-am cercetat.

Tn Capitolul 6 am analizat procesul de electroporare prin modelare numerici a dinamicii formarii
porilor la aplicarea unui tren de 50 pulsuri bipolare cu durata T1=1 ps, avand un interval de pauza intre
faze, T2=1 ps si respectiv 10 ms si am validat rezultatele obtinute cu rezultatele experimentale din
literatura de specialitate. Am lucrat cu valori maxime ale cAmpului electric, cuprinse intre 0...5000 V/cm,
cu un pas de incrementare de 1000 V/cm, pentru doua medii extracelulare cu conductivitati diferite (valori
scazute si respectiv ridicate) preluate din literaturd. Evolutia temporald a numarului de pori obtinuti a fost
cuantificatd prin integrarea in timp a functiei de densitate a porilor. In urma analizei valorilor obtinute
numeric am observat cum variaza densitatea de pori cu marirea intervalului T2 de pauza intre pulsuri, ca
si cu intensitatea cdmpului electric aplicat. Astfel ca, pentru valori ale cdmpului pana in 1500 V/em, s-a
observat o crestere liniard, in timp ce pentru valori > 1500 V/cm, aceastd crestere a fost mai atenuata,
deoarece conductivitatea membranei tinde sd se stabilizeze, iar formarea porilor incepe sd atingd un
proces de saturare.

Pentru validarea modelului numeric, am comparat initial rezultatele numerice cu procentul de
permeabilizarea a celulelor, de unde am observat ca, prin aplicarea unor campuri electrice cu intensitati
mai mari, numarul moleculelor care patrund in interiorul celulelor creste, chiar daca experimental s-a
atins numarul maxim de celule permeabilizate. Concluziile trase din compararea rezultatelor de simulare
numericd cu observatiile experimentale permit identificarea unor deficiente sau idealizari excesive 1n
formularea modelelor numerice si ofera indicii pentru perfectionarea lor.

C2. CONTRIBUTII ORIGINALE

In urma cercetarilor efectuate si a rezultatelor obtinute in cadrul acestei lucriri, pot fi evidentiate
0 serie de contributii originale si rezultate personale semnificative. Acestea justificd atat interesul
permanent pentru tema abordata, cat si progresul obtinut la finalul programului de cercetare:

Realizarea unei documentari consistente bazata pe literatura de specialitate, a lamurit o serie de
chestiuni teoretice si fenomenologice privind electropermeabilizarea membranelor celulare, care sunt
sintetizate intr-un studiu prezentat in primul capitol al tezei. Documentarea bazatd pe literatura din
domeniu a condus la un inventar sistematizat de studii de modelare analitica a unor forme idealizate de
celule sferice In camp electric si la studiul proprietatilor electrice si morfologice ale componentelor
celulare.

Investigarea fenomenului de electropermeabilizare (sau mai bine spus, a conditiilor in care
expunerea celulelor la camp electric este favorabila declansarii acestui proces) este facuta prin simulare
numericd. Aceasta cale de abordare a necesitat constructia unor modele cu un grad de simulare, precizie si
flexibilitate ridicat, iar un prim pas in privinta contributiilor originale consta in formularea modelelor
numerice de expunere a celulelor sferice la un camp electric uniform si validarea principalelor
caracteristici, prin comparatia rezultatelor cu date provenite din calculele analitice din literatura de
specialitate.

Observarea fenomenului de electroporare si identificarea aspectelor morfologice pentru analiza
unor celule adevarate a necesitat studierea si aplicarea principiilor de inregistrare a probelor biologice prin
doud metode optice: microscopia holograficd digitald si microscopia opticd in camp Intunecat pentru
imagistica hiperspectrala si 3D. In cadrul programului de doctorat, am realizat un program experimental
original, de analizd opticd in colaborare cu, colectivul Departamentului de Biofizicd si Biotehnologie
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Celulara din cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie - Carol Davila si colegii de la Institutul de
Fizica Laserilor, Plasmei si Radiatiei (INFLPR), de la Magurele, ce cuprinde doua studii:

e Un studiu realizat cu imaginile achizitionate prin microscopia holografica digitald a fost Indreptat
spre investigarea comportarii celulelor expuse la pulsuri bipolare de diferite amplitudini in experimente
pentru electroporare. Reconstructiile, ca imagini de faza au fost prelucrate pentru a obtine valori ale unor
parametri globali: aria ocupatd de celuld, masa uscatd, entropia si variatiile lor in timp. Pentru a
caracteriza local fluctuatiile diferentei de faza in anumite puncte de interes, am ales sa calculam functiile
de corelatie si autocorelatie. Aceasta abordare prin calculul functiilor de corelatie si autocorelatie este o
metoda noud din doua puncte de vedere: calculul lor pentru studiul proprietatilor locale ale celulelor
electroporate si aplicarea acestor functii pe imagini de faza. Functiile de autocorelatie au fost calculate in
trei puncte: punctul de diferentd de fazd maxima si In doua puncte aproape de membrana celulara, aflate
de-a lungul unei drepte paralele cu liniile de camp si care trec prin punctul de diferentd de fazd maxima.
Acestea indica faptul ca regiunile centrale ale celulei sunt mult mai putin afectate de electroporare fata de
cele aflate mai aproape de membrana celulara.

o Am utilizat microscopia Th cdmp Tntunecat pentru studiul modului in care se distribuie celulele Tn
culturd pe un strat polimeric cu zone de micromagneti superparamagnetici proiectati sub forma unei
micromatrici 2D similard cu o tabla de sah in care exista o alternanta intre zonele paramagnetice si zonele
non-magnetice. Pe acestia au fost cultivate celule fibroblaste, supuse apoi unui camp magnetic static. S-a
observat cd pentru probele neexpuse unui cAmp magnetic fibroblastele incubate s-au atagat uniform pe
intreaga suprafatd a micromatricii 2D, fara a fi influentate de zonele paramagnetice si non-magnetice. In
timp ce, sub influenta unui camp magnetic de 1.3 T, s-au asezat doar in zona micromagnetilor
superparamagnetici. Aceasta metoda poate oferi posibilitatea fabricarii unor micromagneti biocompatibili
cu geometrii bine definite pentru integrarea optima a grefelor de piele in tesuturi.

Procesarea imaginilor prin mijloace de analizd optica are ca principal obiectiv constructia de
modele numerice originale, bazate pe morfologii realiste extrase de la celule adevarate. Prelucrarea
imaginilor de la formele achizitionate prin mijloace optice pana la constructia domeniilor de calcul este
necesard in modelarea numericd a unor structuri celulare realiste de diferite forme si dimensiuni. in
studiul de analiza numerica au fost parcurse etape caracteristice prin obiective, desfasurare si rezultate
originale, majoritatea dintre ele diseminate prin articole stiintifice publicate in anii 2020 si 2021. Astfel
contributiile originale in privinta simularii numerice includ urmatoarele:

e Studiul influentei grosimii membranei celulare asupra tensiunii de membrand indusd prin
aplicarea unui camp electric la frecventa joasd. Am utilizat modele numerice ale unor structuri sferice, in
comparatie cu cele realiste, iar grosimile membranei celulare au fost variate intre 5 nm si 100 nm.
Rezultatele numerice au aritat ca valorile tensiunii de membrand indusa nu sunt influentate de grosimea
membranei, chiar dacd in cazul celulelor realiste au aparut mici variatii, datorate formei neregulate. Cu
toate acestea distributia tensiunii de membrana si-a pastrat forma de sinusoida (sau cosinusoidad) pentru
toate formele celulare. Prin analiza acestor informatii s-a constatat cd modelele numerice pentru structuri
celulare realiste pot fi realizate si cu grosimi mai mari ale membranei, pentru reducerea timpului de
procesare si economisirea resurselor de calcul.

e Studiul influentei formei celulare asupra tensiunii de membrand indusa si a distributiei campului
electric de joasd frecventa. Pentru acest studiu am utilizat doud modele pentru structuri celulare realiste,
carora le-am asociat doud modele pentru celule circulare idealizate de dimensiuni aproximativ egale.
Toate modelele numerice au fost expuse unui camp electric uniform de joasa frecventd in urma caruia am
observat cd, cu cat forma celulelor este mai neregulata si prezinta portiuni ascutite, cu atat cmpul electric
tinde sa se concentreze in acele zone.

e Studiul dependentei dintre tensiunea de membrand indusa si frecventa campului electric aplicat
pentru o gama de frecvente intre 10 kHz - 10 GHz. Pentru acest studiu au fost utilizate aceleasi modele
numerice prezentate anterior pentru a vedea impactul pe care 1l are campul electric asupra celulelor la
frecventd joasd si respectiv inaltd. Rezultatele obtinute in acest caz au ardtat cd valorile tensiunii de
membrana indusa la frecvente joase sunt cu aproximativ doud ordine de marime mai mari fata de valorile
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corespunzatoare la frecvente 1nalte pentru aceeasi intensitate a cAmpului electric aplicat. Dependenta de
frecventd a tensiunii de membrana indusa este determinatd de proprietatile electrice ale membranei
celulare.

e Studiul unei celule realiste ce ocupa diferite pozitii In raport cu orientarea cadmpului electric
aplicat (la frecvente joase) si influenta acestora asupra valorilor tensiunii de membrana indusa. Pentru
realizarea acestui studiu am utilizat o celula cu forma asemanatoare unei elipse pe care am orientat-0 Tn
camp electric de joasa frecventa (10 kHz) cu axa mare la mai unghiuri pana la parcurgerea unei rotatii
complete. Din analiza numerica s-a constatat ca orientarea celulei ca intreg influenteaza valorile tensiunii
de membrand indusa.

o Realizarea unui studiu privind efectele campului electric aplicat asupra unor grupuri de celule cu
forma idealizata din punct de vedere al solicitarilor dielectrice. In acest caz a fost urmarit modul in care
diversi parametri precum: distanta dintre celule, pozitia acestora in interiorul incintei si frecventa
campului aplicat, influenteaza valoarea si distributia tensiunii de membrand indusd. Pentru asta am
analizat prin comparatie configuratii cu densitati diferite ale unor grupuri de celule identice in suspensie si
am evaluat influenta distantei dintre celule si a pozitiei centrale sau marginale a unei celule din cadrul
configuratiei. Rezultatele numerice obtinute Tn acest caz au aratat diferente notabile la frecvente joase (f <
1 MHz), in timp ce la frecventele inalte (f > 100 MHz) nivelurile de solicitare dielectrica au aratat
diferente nesemnificative, valorile fiind foarte apropiate, indiferent de distanta dintre celule sau de pozitia
acestora.

e Analiza procesului de electroporare prin modelarea numerica a dinamicii formarii porilor in urma
aplicarii unui tren de 50 pulsuri bipolare si validarea rezultatelor obtinute cu rezultatele experimentale din
literatura de specialitate. Modelul numeric 2D bazat pe simetrie axiala realizat pentru acest studiu consta
n plasarea unei celule sferice intr-o incinta de forma cilindrica si expunerea acesteia la diferite valori ale
intensitatii campului electric, cuprinse intre 0..5000 V/cm, cu un pas de incrementare de 1000 V/cm.
Calculele au fost efectuate pentru doud medii extracelulare diferite (valori scazute si respectiv ridicate)
preluate din literaturd. Dinamica formarii porilor a fost calculatd si analizatd prin integrarea in timp a
functiei de densitate a porilor. Rezultatele obtinute au aratat cd densitatea de pori variaza atit cu marirea
intervalului de pauzi intre pulsuri, cit si cu intensitatea campului electric aplicat. Pentru validarea
modelului numeric, am comparat rezultatele numerice cu rezultatele experimentale din literatura de
specialitate privind procentul de permeabilizare a celulelor, de unde s-au observat cateva diferente
cantitative datorate modului de elaborare a modelului numeric.
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C3. PERSPECTIVE DE DEZVOLTARE ULTERIOARA

Directiile de dezvoltare ulterioara constau in:

Continuarea studiului si aprofundarea in detaliu a dinamicii de formare a porilor pentru a urmari
variatia In timp a procesului de electroporare. Pentru atingerea acestui obiectiv este necesarad parcurgerea
unei documentatii cit mai variata, testarea si punerea In practicd a modelelor numerice existente in
aceasta directie.

Dupa intelegerea modului de lucru in privinta realizarii modelelor numerice in camp electric
pulsatoriu, urmatorul obiectiv constd in studiul protocolului de cultivare a liniilor celulare aderente si
utilizarea acestora in experimente de electroporare, in diferite conditii de lucru.

Un alt obiectiv ar fi abordarea altor tehnici de evidentiere ale procesului de electroporare, precum
mecanismele de transport (electroforeza si difuzia) si studierea acestora atat experimental, cat si din punct
de vedere numeric.

O alta directie de abordat este utilizarea imaginilor de microscopie in camp intunecat, modul
hiperspectral si cel 3D ca modele de input pentru realizarea modelelor numerice in care se evidentiaza
diferite componente celulare, ce pot conduce la realizarea unor studii ale organitelor celulare supuse la
diferiti parametri legati de proprietitile electrice de material si de caracteristicile atribuite campului
electric aplicat.
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