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Slovenija

Uvod

* U posljednijih dvadesetak godina
pojavio se niz novih metoda za elektromani-
pulaciju bioloskih stanica te su otkrivene broj-
ne mogucnosti primjene u biotehnologiji i
medicini. Najvaznije tehnike manipulacije
stanica su elektroporacija odnosno elektro-
permeabilizacija stanica, Cijoj primjeni je pos-
vecen iovajrad.

Elektroporacija je tehnika kojom se
s pomocu elektricnog polja preko stanicne

membrane u njenu unutrasnjost ubacuju raz-
licite molekule. Moze se primijeniti za elektro-
kemoterapiju tumora, transdermalni unos
lijekova te za gensku transfekciju in vitroi in
vivo.

Za $to efikasniju i brzu primjenu
metoda zasnovanih na primjeni elektri¢nih
polja na stanice i na tkiva potrebno je pozna-
vanje fizikalno kemijskih procesa i mehani-
zama djelovanja elektri¢nog polja na stanice
i tkiva. U danasnje je vrijeme velik dio istrazi-
vanja moguce ostvariti i izgradnjom racu-

Znacajnu ulogu u razvoju i optimi-
ranju elektropermeabilizacije odigrao je inter-
disciplinarni pristup i suradnja biologa, lijec-
nika i inzenjera elektrotehnike i racunarstva
te biomedicinskog inzenjerstva. Cilj je ovog
rada predstavljanje je elektrokemoterapije i
njenih dosadasnjih dosega u klinickim poku-
sima, pa cemo stoga navesti samo osnovne
pojmove i postupke potrebne za razumi-
jevanje elektrokemoterapije.

Elektrokemoterapija

Elektrokemoterapija (ECT) je jed-
nostavan, siguran i ucinkovit ne-termicki nacin
unistenja tumora koji se koristi za lokalno
odstranjivanje prvenstveno koznih i potkoznih
tumora. ECT se temelji na postizanju in vivo
elektropermeabilizacije tumorskih stanica
uporabom elektricnih impulsa dovedenih
lokalno na tumor i na primjeni lijekova za koje
stanicna membrana nije permeabilna, aimaju
visoku intrinsicnu citotoksi¢nost (npr. bleo-
micin) ili lijekova dokazane djelotvornosti za

koje postoji niska permeabilnost stani¢ne
membrane (npr. cisplatin). Ovi lijekovi djeluju
izravno na stanicnu DNA i moraju biti uneseni
u podrugje tumora prije primjene elektricnih
impulsa. Elektropermeabilizacija stanica, kao
fizicki postupak koji djeluje na sve vrste tumor-
skih stanica, omogucava protutumorskim
lijekovima ulazak u stanicu povecavajuci na
taj nacin citotoksicnost lijeka za nekoliko re-
dova velicine. Tako se citotoksi¢nost cisplatina
pod utjecajem elektricnog polja moze pove-
cati do 80 puta, a citotoksi¢nost bleomicina
¢ak do 8000 puta [Sersa, 1995]. Citostatik koji
je unesen u stanicu pokrece proces mitoticke
stanicne smrti. Koncentracija citostatika tako
je mala da bez utjecaja elektrickog polja
prakticki ne stvara nepoZeljne sporedne efekte
na zdrave stanice, a pokazalo se da niti
primijenjeno elektricko polje nema utjecaja
na stanice samo po sebi. Samo zajednicka
primjena kemoterapeutika i elektrickog polja
dovodi do uspjesnog lijecenja.

Elektrokemoterapija se provodi na
taj nacin da se citostatik ubrizga u tumor
lokalno ili se dovodi sistemski intravenoznim
putem. Nakon toga primjenjuje se niz od 8
pravokutnih visokonaponskih impulsa trajanja
100 ps (mikrosekundi) frekvencije 1Hz ili
5kHz. Vrina vrijednost naponskoga impulsa
ovisi o udaljenosti izmedu i geometriji
elektroda i obi¢no se namjesta u rasponu tako,
daje napon prema udaljenosti od 1300 V/cm
do 1500 V/cm. Naime, elektrode koje se
koriste za ECT su plocaste ili iglaste. Plocaste
elektrode koriste se za ECT tumora na povrsin
koze koji su lako dostupni, a uz upotrebu
plocastih elektroda metoda je u potpunost
neinvazivna. Za tretman potkoznih tumorz
koji su se razvili relativno duboko poc
povrsinom koze koriste se iglicaste elektrocs
[Miklav¢ic, 2006].

Za uspjesnost ECT-a vazno je osigu-
rati, da elektricno polje u cijelom volumenc
tumora postigne vrijednost dovoljnu za revers-
zibilnu elektropermeabilizaciju, a dz =

nalnih modela stanica i tkiva te na taj nacin
proracun i optimizacija raspodiele elektrickog
polja postaje jednostavnijom od eksperi-
mentalnih modela [Sel, 2007]. Elektroper-
meabilizacija je metoda povecanja pro-
pustljivosti stanicne membrane pod utjeca-
jem elektricnog polja. Time je omoguceno
ubacivanje velikih molekula, poput molekula
lijekova i molekula DNK kroz stani¢nu
membranu. Takav prijenos kroz stanicne
membrane bez djelovanja elektricnog polja
ne bi bio moguc. Za postizanje zeljenih efe-
kata potrebno je primijeniti upravo odgo-
varajuce elektricko polje, dovoljno jako da se

stanicna membrana kratkotrajno «otvori».
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a«olnom tkivu ne prijede vrijednost polja kod Na Fakultetu elektrotehnikeiracu- | smjestene, raspodjelu elektrickog polja i uvjete
«0jeg nastaju trajna ostecenja stanicne mem- | narstva Sveucilista u Zagrebu istrazujemo mo- | potrebne za osiguranije sigurnosti postupka.
orane koja dovode do nekroze stanica. Invivo | guénost primjene ECT-a i elektro-genske tera- | IstraZivanja u ovom podru¢ju mogu se uspjes-

7 vitro studije pokazale su da je uspjesnost | pije na tumorima drugih organa koji sumanje | no provoditi primjenom elektro-toplinskog
= ektropermeabilizacije stanica u korelacijis | dostupni od koZe i potkoZnog tkiva, ali su | modela tkiva podvrgnutog elektroper-
rriiednoscu primijenjenog elektricnog polja | dostupni endoskopski, kao i na tumore nastale | meabilizaciji koji smo sami razvili [Lackovic,
Miklaveic 1998; Miklaveic, 2000; Pavselj, duboko u tkivu. Pri tome trazimo odgovara- | 2007; Lackovi¢, 2005]. Vec vise godina na
2005; Miklaveie, 2006]. juce oblike elektroda i sondi na koje su one | navedenoj problematici suradujemo s Labo-
ratorijem za biokibernetiku Elektrotehnickog
fakulteta Sveucilista u Ljubljani i drugim
istaknutim istraZivackim centrima u Europi
[Pavlin, 2005].

Klinicke studije

Rezultati prve klinicke studije ECT-
a na tumorske cvorove na glavi i vratu objav-
lieni su 1991. godine [Mir, 1991]. U studijama
ECT-a bleomicinom i cisplatinom koje su
slijedile [Mir, 1998; Heller, 1997; Sersa, 2000;
Blum, 2005; Byrne, 2005], najcesce je opisana
terapija koznih i potkoZznih ¢vorova malignih
melanoma, kao i Kaposijeva sarkoma, karci-
noma bazalnih stanica te nekih drugih uzna-
predovalih tumora [Sersa, 2006]. Od 1991.
do 2003. godine provedeno je i dokumen-
tirano lijecenje 247 pacijenata ECT-om, pri
¢emu je tretirano 1009 tumorskih ¢vorova.

Lijeceni su ¢vorovi primarnih tumo-
ra i tumora koji su se ponovno pojavili, samo
jednim tretmanom ili visestrukim tretmanom
sve dok nije primijecen odgovor tumora [Ser-
$a, 2006]. Medutim, svaki onkoloski centar
provodio je ECT prema vlastitom protokolu,
prilagodenom opremi koju je imao (razliciti
generatori visokonaponskih impulsa, odnosno
razlicite vr$ne vrijednosti i frekvencije impul-
sa), konfiguraciji elektroda, kao i citostaticima.
[Puc, 2004].

Projekt ESOPE - European Standard
Operating Procedures for Electrochemothe-
rapy, pokrenut je 2003. godine u okviru 5.
okvirnog programa Europske komisije u Ceti-
ri europska onkoloska centra: Institut Gustave-
Roussy (IGR), Villejuif, Francuska; Onkoloski
institut u Ljubljani, Slovenija; Sveuciliste u
Kopenhagenu, bolnica Herlev, Herlev, Danska
i Bolnica sveucilista Mercy (National University
of Irland (CCRC), Cork, Irska. Ciljevi projekta
bili su odredivanje:

e objektivnog i cjelovitog odgovora
na lijecenje (objective and complete responce
rate) nakon samo jednog tretmana;

o rezultata terapije u odnosu na:

e histologiju tumora,

¢ konfiguraciju primijenjenih

=koliko minuta Stenje heksagonalnog rasporeda igli.

tocke uboda iglama. Vidi se da zdravo tkivo izmedu igli i tum l elektroda,

=tmanom (posebice na mjestima cvorica 2 i 3). . frevanciju i amplitudu elektricnih
impulsa;
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* onkoloski centar u kome se

terapija provodila,
iz ispitivanja:

¢ efikasnosti bleomicina i
cisplatina,

¢ optimalanog nacina njihove
primjene, |

o toksi¢nostii sigurnosti
elektrokemoterapije.

Svi tretmani provedeni su istim ge-
neratorom visoko naponskih impulsa, razvi-
=nim u okviru ranijeg projekta Cliniporator.
Cenerator za ECT razvijen tom prilikom naz-

an je istim imenom, CliniporatorTM, te se
oroizvodi u IGEA S.r.l. u Italiji.

Projekt je na temelju 41 tretiranog
oacijenta, odnosno 171 tumorskog ¢vora po-
«27a0 rezultate vrlo slicne prethodno prove-
Zenim klinickim studijama [Marty, 2006]:

* Objektivni odgovor tumora pos-
“anut je u 85% tumorskih ¢vorova tretiranih
=CT-om, od cega je u 73% slucajeva zabi-

=zen cjelovit odgovor. Odgovor je postignut
~=ovisno o histologiji tumora i nacinu davanja
eka. Lijeceni su kozni i potkoZni tumorski
“vorovi pacijenata s uznapredovanim maligni-
‘=tima razlicite histologije: maligni melanomi,
zrxomi i karcinomi.

e Terapija se pokazala jednako
~zpjeSnom neovisno o lijeku i nacinu primje-
“=:nakon 150 dana od tretmana, uspjesnim
:= pokazala ECT uz primjenu bleomicina u
2% slucajeva intravenski odnosno u 73%

2Cajeva intratumorski; kao i u 75% slucajeva
2d intratumoske primjene cisplatina.

* Uspjesnost tretmana tumora ne

si 0 tome da li su prije bili zraCeni ili ne.

* Pokazalo se da su nepozeljni efek-

“glavnom zanemarivi te se svode na kon-
"zxciju misica i osjecaj boli tijekom terapije.
- anketi koje je bila sastavni dio istrazivanja,
=Cina pacijenata izjavila je da bi prihvatila
=T kao nacin lijecenja tumora ponovno,

21ko bi se pokazala opravdanom.

Za primjenu ECT-a u klinici najzna-

= niji rezultati ove studije su objavljeni pro-

«oli (Standard Operating Prosedures - SOP)

propisuju koncentraciju i nacin davanja
astatika, izbor elektroda, vrinu vrijednost

:0onaimpulsa i frekvenciju impulsa s obzi-

™ na pojedinacnu velic¢inu, broj i lokaciju
morskih ¢vorova, primjenu anestezije kao

“ropise za pracenje samog tijeka lijecenja

2006].
Studija ESOPE potvrdila je da ele-
s«emoterapija [SerSa, 2006, Marty, 2006]:
* pruza mogucnost potpunog izlje
¢enja tumora (complete
response) nakon samo jedne
primjene ECT-a, :

E CHNE (G

* efikasnost terapije ne ovisi o
histologiji tumora,

e zanemarivi su sporedni efekti
terapije, $to je posljedica
primjene vrlo niske doze
citostatika i lokalne primjene
elektrickih impulsa,

* uz primjenu lokalne anestezije
nije potrebna hospitalizacija,

* kratkotrajnost terapije (do 25
minuta),

¢ jednostavnost u usporedbi s
drugim terapijama,

* ponavljanjem terapije ne gubi se
na njenoj efikasnosti, [Mir, 1998;
Sersa, 2000; Garbay , 2006]

* efikasnost terapije tumora koji su
se pojavili nakon tretmana
konvencionalnim metodama,
kirurski ili radioterapijom [Mir,
1998; Sersa, 1998].

Zakljucak

Elektrokemoterapija se pokazala
jednostavnom i efikasnom metodom lijecenja
koznih i potkoznih tumora, i to nakon samo
jedne primjene te uz zanemarive nepozeljne
efekte.

Razvoj novih elektroda i pristupa u
planiranju terapije omogucit ce u skoroj
buducnosti takoder i lijecenje tumora
unutarnjih organa.

ratko.magjarevic@fer.hr
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