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ELEKTROPORACIJA CELIJE I NJENA
PRIMENA U MEDICINI

Sazetak: Kada se biolosko tkivo izlozi vrlo krat-
kim naponskim impulsima visoke amplitude nastaje
elektri¢no polje. Ukoliko se intenzitet nastalog elek-
tri¢nog polja poveéa iznad odgovarajuce kriti¢ne vred-
nosti ¢elijska membrana postaje propustljivija za jone i
molecule, koji ina¢e ne mogu da predu u ¢eliju. Ova-
kva modulacija propustljivosti éelijske membrane pod
uticajem elektri¢nog polja naziva se elektroporacija
(takode poznata i pod imenom elektropermeabilizaci-
ja) i omogucava pojacan transport jona i molekula u
¢eliju. Ovaj fenomen ima Siroku in vivo iin vitro biolo-
Sku 1 medicinsku primenu u cilju da olak$a transfer ra-
znih lekova u éeliju, kao §to su hemoterapeutici i DNA.
U ovom radu predstavljamo sledece oblike primene ée-
lijske elektroporacije u medicini: elektrohemoterapija,
elektrogeni transdermalni transport lekovitih supstanci.

Kljucne reci: elektropermeabilizacija, elektropo-
racija, elektrohemoterapija, matemati¢ko modeliranje.

CILJ RADA: Cilj rada je predstaviti i ista¢i mo-
gucnost upotrebe elektroporacije za povecanje propu-
stljivosti ¢elijske membrane kako bi se olak$ao trans-
port lekovitih supstanci u ¢eliju. Ova metoda, koju na-
zivamo i elektropermeabilizacija, je u mnogim istrazi-
vackim studijama pokazala velik potencijal za primenu
u medicini. Ovim radom istaknu¢emo nekoliko osnov-
nih dostignuéa u primeni elektroporacije u elektrohe-
moterapiji, elektrogenskoj terapiji i transportu lekovi-
tih supstanci transdelmalnim putem.

UvVOD

Elektropermeabilizacija, poznata i pod imenom
elektroporacija, ¢elijske membrane je metoda za pove-
¢anje propustljivosti ¢elijske membrane pod uticajem
elektri¢nog polja [Neumann et al., 1989, Weaver et al.,
1996, Gehl et al., 2003, Miklavcic and Kotnik, 2004].

1 Elektrotehnicki fakultet, Univerzitet u Ljubljani, Slovenija.
2 Onkoloski institut u Ljubljani, Slovenija.

Ovom metodom olaksava se transport veéih molekula
kroz ¢éelijsku membranu, §to ina¢e membrana u stabil-
nom stanju spre¢ava. Tako se elektropermeabilizaci-
jom olak8ava transport mnogih lekovitih supstanci kao
i molekula DNK. Zato je ova metoda veoma popularna
istrazivacka tema, a njena upotreba je pored drugih
podrudja dokazana i na podru¢ju humane medicine. Na
primer u onkologiji se elektroporacijom selektivno po-
vecéava transport citostatika u tumorske delije, u bio-
tehnologiji se na ovaj nac¢in olak8ava transport mole-
kula DNK za modifikaciju ¢elija, a pocela je i primena
ove metode u terapiji genima (elektrogenska terapija).
Jedan od glavnih faktora u postizanju optimalnih re-
zultata elektropermeabilizacijom predstavlja elek-
tri¢no polje. Zato vrlo bitnu ulogu u razvoju ove meto-
de igra reSavanje mnogih inzenjerskih problema, naro-
¢ito na podrugju elektrotehnike. Tako je jedna od istra-
zivackih aktivnosti kojom se bave autori ovog rada
upravo optimizacija elektropermeabilizacije celija i
tkiva. Izmedu ostalog istrazivanje obuhvata eksperi-
mentalnu optimizaciju u in vitro 1 in vivo uslovima,
kompjutersku simulaciju pomod¢u numeric¢kih modela i
razvoj elektronskih komponenata za proizvodenje
elektriénog polja [http://Ibk.fe.uni-lj.si].

Definicija elektroporacije
(elektropermeabilizacije)

1. Celijska membrana je selektivno propustljiva,
Sto celiji omogucava da kontroliSe razmenu materije i
da na, taj nacin, obavlja svoje funkcije 1 ocuva svoj
unutrasnji sastav.

2. Pod uticajem dovoljno jakog elektri¢nog polja
dolazi do promena u strukturi lipidnog dvosloja i do
promene transmembranskog napona, odnosno razlike
povrsinskog i potenciala mirovanja na membrani. Ovo
posledi¢no uti¢e na na¢in na koji ¢elija obavlja razme-
nu materija sa neposrednim okruzenjem.
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3. Sa elektrotehni¢kog vidika ¢éelijska membrana
pod uticajem elektri¢nog polja ispoljava karakteristike
elektri¢nog izolatora. Njena specifi¢na provodljivost
(S/m) je milion puta manja od provodljivosti izvance-
lijskog 1 unutaréelijskog prostora. Zato je potrebno
proizvesti jako elektri¢no polje dovoljnog intenziteta
da bi se ova barijera prevazisla.

E

Slika 1: Graficki prikaz Celije precnika 2R, debljine
membrane d i ugla 0 izmedu elektricnog polja E
i vektora poluprecnika R

Elektri¢no polje potrebno za elektropermeabiliza-
ciju postize se vrlo kratkim naponskim impulsima (tra-
janja oko 100 us) visoke amplitude (high-voltage HV
pulses). Ovakve pulseve ¢elijama ili tkivu treba dopre-
miti preko elektroda iz provodnog materijala odgova-
rajuceg oblika.

Pod uticajem elektri¢nog polja, izmedu unutra-
$njeg 1 spolja$njeg dela membrane indukuje se razlika
potencijala, odnosno formira se indukovani transmem-
branski napon. Ako je posmatrana ¢elija okruglog obli-
ka, kao $to to prikazuje Slika 1, indukovani transmem-
branski napon (A®) odreduje se prema slede¢oj formu-

li (1):

A¢:%-E~Rcose (1)

U navedenoj formuli £ je amplituda elektri¢nog
polja, R je poluprec¢nik celije, a0 je ugao izmedu prav-
ca elektri¢nog polja i vektora polupre¢nika R koji po-
vezuje centralnu tac¢ku éelije sa proizvoljnom ta¢kom
na povr$ini membrane. Vrednost indukovanog tran-
smembranskog napona je, dakle, srazmerna intenzitetu
elektri¢nog polja E i dimenzijama ¢elije, 1 zavisi od po-
zicije posmatrane tatke na membrani (srazmerno kosi-
nusu 0).

Indukovani transmembranski napon formira se u
vrlo kratkom vremenskom intervalu (nekoliko us), a
kada prevazide odredenu kriti¢nu vrednost struktura
c¢elijske membrane se menja formirajuéi prosirenja, ta-
kozvane pore, u lipidnom dvosloju membrane [Sem-
rov et al., 1995, Pavlin et al, 2002]. Otuda ovaj proces
dobija ime elektroporacija. Prema podacima iz litera-

ture, kriti¢ni transmembranski napon koji elektri¢nim
poljem treba obezbediti ¢éeliji kako bi se membrana
elektropermeabilizovala krece se u rasponu od 200 mV
do 1 V. Najzanimljivija ¢injenica u procesu elektropo-
racije je ta da je preko ovako nastalih pora moguce pre-
neti bilo koju vrstu jona ili molekula u unutrasnjost ce-
lije. Upravo zbog ove ¢injenice elektroporacija ima ve-
liki potencijal na podru¢jima kao $to su medicina, bio-
tehnologija i farmacija.

U nastavku uvodnog dela ovog rada predstavice-
mo znacaj elektropermeabilizacije i raspodele elek-
tricnog polja za elektrohemoterapiju, EGT i transport
lekovitih supstanci transdelmalnim putem. Detaljnije
¢emo opisati elektrohemoterapiju, jer se ova metoda
ve¢ primenjuje na ¢oveku, odnosno u klinici, kao pali-
jativna metoda za leCenje koznih i potkoznih tumora
razli¢itih histologija.

Elektrohemoterapija

Zahvaljujudi elektropermeabilizaciji tkiva hemo-
terapija moze postati lokalna metoda za selektivno od-
stranjivanje tumora. U tom slu¢aju citostatik deluje sa-
mo na deo tkiva koji je izloZen delovanju elektri¢nog
polja, a to je tkivo izmedu elektroda.

Osnove hemoterapije

Hemoterapija, kao metoda za leCenje rakastih
oboljenja, predstavlja kori§c¢enje odredenih lekova koji
obi¢no deluju na celo telo kako bi se unistile ¢elije raka
koje su metastazirale ili su se rasirile u one delove tela
koji se nalaze daleko od primarnog tumora. Postoji vi-
$e vrsta lekova koji se koriste u hemoterapiji. lako se
svaki od njih moze koristiti pojedina¢no u le¢enju raka,
poznato je da je njihovo dejstvo snaznije kada se kori-
sti kombinovano, jer se na taj nac¢in unistava vise kan-
cerogenih ¢éelija, a ujedno se i smanjuje verovatnoca da
pacijent postane rezistentan na odredenu vrstu leka. 1z
tog razloga, lekar obi¢no propisuje odredenu kombina-
ciju lekova kao i1 duzinu trajanja tretmana, koje su za
pacijenta najprimerenije. Sve odluke u vezi sa hemote-
rapijskim leCenjem zavise od tipa raka, njegove lokaci-
je, stadijuma razvoja, kao i od toga kako uti¢e na nor-
malne telesne funkcije i opste zdravlje pacijenta.

Sve odluke u vezi le¢enja hemoterapijom zavise
od tipa raka, njegove lokacije, stadijuma razvoja, kao i
toga kako uti¢e na normalne telesne funkcije i general-
no zdravlje pacijenta.

Osnovni princip delovanja lekova koji se koriste u
hemoterapiji je takav da unistavaju éelije koje se brzo
razvijaju. Medutim, posto ovi lekovi putuju kroz celo
telo, oni mogu da uti¢u i na normalne, zdrave, celije
koje se takode prirodno brzo dele. Ovakve su, na pri-
mer, ¢elije kostane srzi, ¢elije korena kose 1 ¢elije ga-
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strointestalnog trakta. Sporedni efekti se javljaju upra-
vo usled o$tec¢enja zdravih tkiva, koji nestaju nakon za-
vrietka tretmana kada se zdrave celije oporave.
Konvencionalne klini¢ke metode za lokalno od-
stranjivanje glavnog tumora i obliznjeg zarazenog tki-
va su hirurgija i radioterapija. Cesto se nakon operacije
glavnog tumora hemoterapija koristi kao metoda za
odstranjivanje preostalih ¢elija raka u telu. Hemotera-
pija se primenjuje i kao metoda za smanjivanje tumora,
kako bi hirurgu bilo lak$e da ga odstrani, isto tako ova
metoda se u klinici primenjuje i za olak$avanje simpto-

ma za pacijente ¢iji je rak neizle¢iv.

Osnove elektrohemoterapije:

Za lokalno odstranjivanje koznih i potkoznih tu-
mora u klinici koristi se i elektrohemoterapija— meto-
da koja predstavlja kombinaciju tretmana hemoterapi-
jom i elektriénim poljem [SerSa et al., 2003, Sersa et
al., 2006]. Radi se o odstranjivanju tumora lekovima
koji se i inage upotrebljavaju u hemoterapiji, a ¢ija se
citotoksi¢nost moze znatno povecati primenom elek-
tri¢nog polja. U elektrohemoterapiji se kao citostatici
trenutno koriste bleomicin i cisplatin. Pod uticajem
elektri¢nog polja citotoksi¢nost cisplatina moZze se po-
vecati do 80 puta, dok se citotoksi¢nost bleomicina na
ovaj nacin moze povedati ¢ak i do 8000 puta [Sersa et
al., 1995, Orlowski et al., 1988]. Zato je jedna od naj-
znacajnijih prednosti elektrohemoterapije ta, da je za
uspesan tretman dovoljna vrlo mala koncentracija anti-
tumorskog leka, koja bez aplikacije elektri¢nog polja
nema nikakvog citotoksi¢nog efekta, §to je ¢injenica
koja je dokazana brojnim studijama [Ser$a at al., 2000].
Na ovaj nacin, znacajno se mogu redukovati sporedni
efekti koji mogu biti izazvani delovanjem antitumor-
skih lekova na zdrave ¢elije. Isto tako, dokazano je da
jacina elektri¢nog polja koja se koristi u elektrohemo-
terapiji bez delovanja hemoterapeutika nema efekta u
le¢enju tumora. Dakle, dok primenom samo hemotera-
pije ili samo elektri¢nog polja nema nikakvog antitu-
morskog efekta, kombinacijom ta dva tretmana mogu
se postici izuzetno dobri rezultati.

Kako se primenjuje elektrohemoterapija?

Tretman elektrohemoterapijom izvodi se kombi-
nacijom ubrizgavanja antitumorskog leka, odnosno ci-
tostatika, koje se moZe sprovesti sistemskim intrave-
noznim ili lokalnim intratumorskim putem i primenom
elektri¢nih (HV-high voltage pulses) impulsa. Kao §to
je vec receno, citostatici koji se koriste u elektrohemo-
terapiji su bleomicin i cisplatin, a njihova antitumorska
efikasnost znatno se povecava aplikacijom elektri¢nih
impulsa. Aplikacija elektri¢nih impulsa, proizvedenih
generatorom napona, na tumorsko tkivo vrsi se preko

provodnickih elektroda. Oblik elektrode zavisi od obli-
ka 1 lokacije tumora. Elektrohemoterapija koznih tu-
mora koji su locirani na povrsini koze, i zato lako do-
stupni za neinvazivne elektrode, sprovodi se plo¢astim
elektrodama, dok za tretman potkoznih tumora koji su
se razvili daleko od povrsine koze, koristimo invaziv-
ne, odnosno, iglicaste elektrode [Miklav¢ic et al., 2006].

Elektriéni impulsi koji se primenjuju u elektrohe-
moterapiji pravougaonog su oblika, a protokol pod ko-
jim se ovaj tretman izvodi sastoji se iz niza od 8§ pravo-
ugaonih impulsa $irine 100 ps, frekvencije 1 Hz ili 5
kHz, dok je proporcija izmedu amplitude impulsa (U) i
razdaljine izmedu elektroda (d) obi¢no u opsegu od
1300 V/ecm do 1500 V/ecm. Ovaj protokol je odreden u
okviru preklini¢kih i klini¢kih in vivo studija [Marty et
al., 2006].

Na Slici 2 ilustrovan je redosled postupaka pri iz-
vodenju elektrohemoterapije; broj jedan (1.) na slici
oznacava injekciju antitumorskog leka (bleomicina ili
cisplatina) i njegovu raspodelu u vancelijskom prosto-
ru, broj dva (2.) oznacava aplikaciju pravougaonih
elektri¢nih impulsa 1 ulazak leka u tumorsku celiju
kroz elektropermeabilizovanu ¢elijsku membranu, dok
je brojem tri (3.) ilustrovano vraéanje ¢éelijske mem-
brane u prvobitno stanje nakon prestanka elektri¢nih
impulsa. Citostatik ostaje u ¢eliji 1, aktivirajuci proces
mitoti¢ke éelijske smrti, unistava je [Mir et al., 1996].

Electrochemotherapy

Electric
pulse
generator

Anticancer
drug surrounds
the cells

Increased membrane
permeability allows
access to the cytosol

Membrane reseals,
anticancer drug
exerts its
cytotoxicity

Electrodes | 5 time
{1y Tumour
Electric pulse application

~ L

s mecton

Slika 2: Illustracija primene elektrohemoterapije (po S.
B. Dev, Cancer Watch, 1994): 1. injekcija antitumor-
skog leka (bleomicina ili cisplatina), 2. aplikacija
elektricnih impulsa na tkivo i ulazak leka u tumorsku
Celiju kroz elektropermeabilizovanu Celijsku membra-
nu i 3. povratak celijske membrane u prvobitno stanje
nakon prestanka impulsa.

Raspodela elektricnog polja
i elektropermeabilizacija

U cilju uspesnog leCenja tumora elektrohemotera-
pijom, potrebno je postic¢i uspe$nu elektropermeabili-
zaciju svih celija tumorskog tkiva, §to znaci da elek-



102

Selma Corovié, Ivan Pavlovig, Gregor Ser$a, Damijan Miklav¢ic

tri¢no polje u celoj zapremini tumora mora prekoraciti
kriti¢nu, odnosno, reverzibilnu, vrednost kojom se po-
stize elektropermeabilizacija. Ova vrednost elektri¢nog
polja u literaturi se oznacava kao £,. U slucaju kada
vrednost elektri¢nog polja u tkivu prekoradi ireverzi-
bilnu vrednost (u literaturi oznacenu kao £,,,,) nastupe
permanentna o$tecenja u éelijskoj membrani §to dovo-
di do nekroze ¢elije.

Na Slici 3 prikazana je raspodela elektri¢énog pol-
ja, kao rezultat dovodenja impulsa plocastim (Slika
3A) i igli¢astim elektrodama (Slika 3B) koje se najce-
§c¢e koriste u klini¢noj elektrohemoterapiji. Intenzitet
elektriénog polja u tkivu oznacéen je skalom koja se na-
lazi u donjem delu Slike 3. Mnogim in vivo i in vitro
studijama je dokazano da je efikasnost elektropermea-
bilizacije ¢éelija u korelaciji sa vredno§c¢u elektri¢énog
polja, na osnovu ¢ega tvrdimo da i uspesnost elektro-
hemoterapije zavisi od raspodele elektri¢nog polja u
tumoru [Gehl ef al. 1999, Miklav¢ic et al., 2000, Pav-
Selj et al., 2005, Miklav¢i€ et al., 2006]. Vrednost elek-
tri¢nog polja u tretiranom tkivu moze se regulisati pa-
rametrima koji odreduju njegovu ja¢inu, a to su dimen-
zije, orijentacija i oblik upotrebljenih elektroda, kao i
amplituda dovedenih elektri¢nih impulsa. Pomenuti
parametri moraju se odrediti u skladu sa elektri¢nim
karakteristikama i geometrijom tumorskog tkiva, kao i
zdravog tkiva u njegovoj neposrednoj blizini, kako bi
se u tumoru postiglo odgovarajuce lokalno elektri¢no
polje (E> E ), aujedno i zastitilo zdravo tkivo. Za di-
zajniranje odgovarajucih elektroda i ektri¢nih impulsa
za tretman elektrohemoterapijom veliki znacaj pred-
stavljaju matemati¢ke numericke simulacije. U Laba-
ratoriji za biokibernetiku, na Elektrotehni¢kom fakul-
tetu u Ljubljani, bavimo se dizajnom i takozvanim
predtretmanskim (pre-treatment) planiranjem. U sa-
radnji sa Onkologkim institutom u Ljubljani i drugim
istraziva¢kim centrima razvijamo optimizacijske me-
tode kako bi elektrohemoterapija bila $to efikasnija i
prihvaéena kao uobi¢ajena metoda u le¢enju rakastih
oboljenja [Miklav¢ic et al., 2006, Sel et al., 2007]. Ma-
temati¢ko modeliranje koristi se takode, za optimizaci-
ju elektromermeabilizacije u elektrogenskoj terapiji i
transportu lekovitih supstancija transdermalnim pu-
tem. U modeliranju za numeric¢ko re$avanje biologkih
problema naj¢esce koristimo metodu konaénih eleme-
nata [Sel e al., 2005]. Validacija matematic¢kih modela
vrsi se na osnovu uskladivanja rezultata numeri¢kih si-
mulacija sa odgovarajuc¢im in vivo ili in vitro eksperi-
mentima [Miklav¢i€ et al., 2000].

Kao $to je pokazano na Slici 3 jacina elektri¢énog
polja odreduje stepen, odnosno rezim, elektropermea-
bilizacije u tkivu: elektri¢no polje slabije od £, (pod-
rudje na slici oznaceno kao £ < E,,)) ne poveéava pro-

rev.

pusnost ¢elijske membrane; polje jac¢ine izmedu E,,, 1

G\\\i\

Raspodela elektriénog polja kao rezultat aplikacije HV impulsa:

A. B.

Skala koja ozna¢ava jacinu elektri¢nog polja u tkivu:

E < Erev Erev < E < Eirrev E > Eirrev

- E < Erev - tkivo nije elektropermeabilizovano
- Erev < E < Eirev - tkivo je reverzibilno elektropermeabilizovano
- E = Eirev — tkivo je ireverzibilno elektropermeabilizovano

Slika 3: Jacina elektricnog polja — stepen odnosno re-
Zim elektropermeabilizacije: A. Plocaste (plate) elec-
trode; B. Iglicaste (needle) electrode.

E,., reverzibilno elektropermeabilizuje ¢elije tako da
su nakon prestanka elektri¢nih impulsa sposobne da se
oporave; dok elektri¢no polje nad ireverzibilnim pra-
gom £, (Srafirano podrugje) prouzrokuje ablaciju ¢e-
lija. U elektrohemoterapiji je poZeljno da se elektriéni
parametri dizajniraju tako da na éelije tumora deluje
elektri¢éno polje reverzibilne elektropemeabilizacije,
jer se na taj na¢in obezbeduje da tumorske ¢elije umiru
usled delovanja citostatika. Reverzibilnom elektroper-
meabilizacijom 1 citostaticima tj. elektrohemoterapi-
jom postize se vrlo brzo zarastanje tkiva i dobar ko-
zmeticki efekat, dok se ireverzibilno elektri¢no polje
bez primene citostatika koristi za ablaciju tkiva kao al-
ternativa hirur§kim metodama odstranjivanja tumora
[Davalos et al., 2005].

Treba istaci da je kod kori§cenja elektri¢nog polja
u terapiji genima i transdermalnom transportu lekova
obavezna primena reverzibilne elektropermeabilizaci-
je, jer nam je cilj da sve elektropermeabilizovane ¢éelije
prezive.

DISKUSIJA

1. Primena elektrohemoterapije u klinici

Prva klinicka studija elektrohemoterapije obja-
vljena je 1991 godine [Mir ef al., 1991]. Nakon toga
sledile su brojne klini¢ke studije faze I 1 11, koje su po-
kazale vrlo pozitivnu klini¢ku primenu elektrohemote-
rapije bleomicinom i cisplatinom. U tim studijama le-
¢eni su kozni i potkozni tumorski noduli pacijenata sa
mnogim napredovanim malignitetima, kao $to su sar-
komi, karcianomi, a naj¢esce maligni melanomi. Tako
je ovom metodom le¢eno ukupno 247 pacijenata u svim
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objavljenim klini¢kim studijama od 1991. do 2003. go-
dine (ukupno je bilo le¢enih 1009 tumorskih nodula).
U svim tim studijama je pokazano da je elektrohemote-
rapija prakti¢na, jednostavna i efikasna metoda za lo-
kalno le¢enje koznih i potkoZznih tumorskih nodula, pri
¢emu su nepozeljni efekti uglavnom zanemarljivi
[Gothelf ef al., 2003, Sersa et al., 2003, Burian et al.,
2003, Byrne et al., 2005].

Ovi tretmani sprovodeni su prema protokolima
koji su bili posebno prilagodeni za svaki od pojedi-
naénih onkoloskih centara, $to znaci da se elektrohe-
moterapija u svakom od njih izvodila upotrebljavajuci
razli¢ite citostatike, razliCite parametre elektri¢nih im-
pulsa (frekvencija i amplituda), razli¢ite generatore
elektri¢nih impulsa, kao i razli¢ite konfiguracije elek-
troda [Puc et al, 2004]. 2003. godine pokrenut je
evropski projekat (ESOPE — European Standard Ope-
rating prosedures of Electrochemotherapy) u cilju od-
redivanja standardnog protokola za sprovodenje elek-
trohemoterapije. Ovim projektom izvrsila se procena i
potvrdila efikasnost i bezbednost elektrohemoterapije
koznih i potkoZnih tumorskih nodula primenom bleo-
micina i cisplatina na pacijentima sa razli¢itim malig-
nim melanomima i drugim malignitetima u ¢etiri onko-
loska istrazivacka centra primenjujuéi jednake proto-
kole. U klini¢koj studiji u€estvovali su sledeci onkolo-
8ki centri: Institut Gustave-Roussy (IGR), Villejuif,
Francuska; Onkologki institut u Ljubljani, Slovenija;
Univerzitet u Kopenhagenu Harlev bolnica, Herlev,
Danska i Bolnica univerziteta Mercy (National Uni-
versity of Irland (CCRC), Cork, Irland.

Glavni ciljevi klini¢ke studije bili su sledeci: od-
rediti objektivni i kompletan odgovor na le¢enje (ob-
jective OR and complete responce rate) nakon samo
jednog tretmana; ispitati efikasnost bleomicina i ci-
splatina, kao i optimalan nacin njihove primene; odre-
diti rezultat terapije u odnosu na histologiju tumora,
konfiguraciju primenjenih elektroda, frekvenciju i am-
plitudu elektri¢nih impulsa; odrediti rezultat terapije u
odnosu na centar u kome se terapija sprovodila kao i
oceniti toksi¢nost i bezbednost elektrohemoterapije.

Svi onkoloski centri koristili su jednak generator
elektri¢nih impulsa koji je u okviru projekta Clinipora-
tor (koji je prethodio projektu ESOPE) bio posebno di-
zajniran za primenu elektrohemoterapije u klinici. Ge-
nerator je nazvan istim imenom, dakle CliniporatorTM,
a sada ga komercijalno proizvodi italijansko preduzece
IGEA S.rl., u Karpiju, Italija.

Zapotrebe ESOPE projekta razvijen je centralizo-
vani elektronski sistem za sakupljanje podataka o paci-
jentima koji su ucestvovali u klini¢koj studiji. (Web-
-based electronic data collection system [Pavlovic et
al., 2007]). Sakupljeni podaci su ukljuc¢ivali informaci-
je o stanju pacijenta pre tretmana, opis tretmana, kao i

podatke o rezultatima elektrohemoterapije u periodu
(follow-up period) 60 dana nakon terapije. Dimenzije
tumorskih nodula pre tretmana i tokom follow-up-a
merene su i pracene prema kriterijumima propisanim u
WHO Handbook for Reporting Results of Cancer Tre-
atement [ WHO Handbook].

Na kraju follow-up perioda stanje svakog od treti-
ranih tumorskih nodula odredeno je prema pomenutim
WHO kriterijumima: CR — complete response rate za
potpuni nestanak nodula; PR — partial responce rate
za redukciju nodula za vise od 50%; NC — no change
za uvecanje nodula do 25% ili PD — progressive dise-
ase za uvecanje nodula za vise od 25%.

Unos podataka iz svakog pojedina¢nog centra u
elektronski sistem vrsio se preko elektronskih formula-
ra (case report forms — CRF) dostupnih na Internetu.
Informacije iz svih onkoloskih centara sakupljane su u
centralnoj bazi podataka, §to je omogucilo neprekidno
pracenje toka studije, kao i1 azurnu statisticku obradu
sakupljenih podataka tokom same studije i po zavrSet-
ku studije. Struktura i sadrzaj CRF formulara su inter-
aktivni. Oni, na primer, sadrZe interaktivnu mapu tela
¢oveka na kojoj je moguée oznaditi lokaciju tumor-
skog nodula i uneti odgovaraju¢e podatke o karakteri-
stikama tumora (Slika 4). U obrasce je takode moguce
dodati digitalne fotografije tumorskih nodula, podatke
o nacinu tretmana i postignutim rezultatima tokom fol-
low-up-a.
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Slika 4: Interaktivna mapa coveka uradena u Macro-

media Flash-u. Oznacivsi lokaciju tumorskog nodula

lekaru se automatski nudi mogucnost za unos odgova-
rajucih podataka u digitalnu mapu.

Kao i u prethodnim sli¢énim studijama i u toku
ESOPE studije takode le¢eni su, takode, koZni i potko-
Zni tumorski noduli pacijenata sa mnogim napredova-
nim malignitetima razli¢ite histologije: maligni mela-
nomi, sarkomi i karcianomi. Projekat je trajao od 31.
marta 2003. do 20. aprila 2005. godine.

U odredivanje efikasnosti elektrohemoterapije
(overall treatement response), u skladu sa definisanim
protokolom, ukljuéen je bio 41 pacijent, $to ukupno iz-



104

Selma Corovié, Ivan Pavlovig, Gregor Ser$a, Damijan Miklav¢ic

nosi 171 tumorski nodul. Od toga je odgovor na elek-
trohemoterapiju postignut u tretmanu 145 nodulova
(84.8%), pri ¢emu je potpuno ozdravljenje (complete
response) postignuto kod 73.7% nodula, a delimi¢no
ozdravljenje (partial responce) kod 11.1%. Negativan
odgovor (negative response) imalo je 15.2% nodula, a
procenat napredovanih tumora bio je 4.7%. Opisani re-
zultati prikazani su grafikonom na Slici 5.
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Slika 5: Efikasnost elektrohemoterapije koznih i potko-

Znih tumora razlicitih histologija: CR — complete re-

sponse rate; PR — partial responce rate; NC — no
change and PD — progressive disease

Rezultati postignuti u toku ESOPE projekta potvr-
dili su prethodna dostignuca na podrucju elektrohemo-
terapije [Marty et al., 2006].

Broj pacijenata i broj le¢enih tumorskih nodula u
objavljenim studijama pre ESOPE studije kao i onih le-
¢enih tokom ESOPE studije, te uspesnost lecenja elek-
trohemoterapijom dati su u tabeli 1.

Broj Rezultat
tumorskih |  (Response rate) %
nodula |OR |CR | PR |NC|PD
Pre ESCOPE studija 247 1009 |83 |64 |19 11| 6
ESCOPE studija 41 171 85|74 |11|10|5

Rezultati tretmana
elektrohemioterapijom

Broj
Pacijenata

Tabela 1: Efikasnost elektrohemijoterapije
u objavljenim studijama pre ESOPE projekta i tokom
ESOPE projekta

Na osnovu postignutih rezultata tokom ovog pro-
jekta, uzimajuéi u obzir znanje i iskustvo postignuto
pre ove studije propisani su protokoli (Standard Opera-
ting Prosedures SOP) za primenu elektrohemoterapije
u klinici. Ovim protokolima precizno su definisani pa-
rametri kao §to su primena anestezije, koncentracija i
nacin davanja citostatika (bleomicina ili cisplatina), iz-
bor odgovarajucih elektroda, amplituda i frekvencija
elektri¢nih impulsa u odnosu na karakteristike tumor-
skih nodula (dimenzije pojedina¢nog tumora, broj tu-
mora i njihova lokacija), kao i propisi u vezi sa prace-

njem toka le¢enja (follow-up period). Protokol je de-
taljno definisan u [Mir et al., 2006].

Na osnovu iskustva ste¢enog u elektrohemotera-
piji do sada, obuhvatajuci rezultate ESOPE studije,
prednosti koje ovaj tretman pruza mogu se rezimirati
na sledecinacin [SerSa et al., 2006, Marty et al.,2006]:

— CR — complete response rezultat le¢enja tu-
mora moguce je posti¢i nakon samo jednog tretmana
elektrohemoterapijom.

— Efikasnost metode ne zavisi od histologije tu-
mora: terapijom melanoma, kao i tretmanom karcino-
ma i sarcoma postignuti su jednaki rezultati u efikasno-
sti elektrohemoterapije (OR — objective response 81%).

— Minimalni sporedni efekti: usled primene vrlo
niske doze citostatika i lokalnog delovanja elektri¢nog
polja ne dolazi do sistemskih sporednih efekata, nakon
tretmana nije potrebna posebna nega pacijenta, prema
rezultatima evaluacijskog testa o bolnosti ovog tretma-
na 93% ispitanih pacijenata ponovilo bi ovaj tretman
ako bi to bilo potrebno.

— Jednostavna primena: elektrohemoterapija se
uglavnom primenjuje pod lokalnom anestezijom i nije
potrebna hospitalizacija, primena je kratkotrajna (tra-
janje: do 25 min) i daleko jednostavnija u poredenju sa
radijoterapijom ili metodama isolated extremity perfu-
sion i infusion (prema SOP protokolu obuka medicin-
skog osoblja moze se izvesti u toku jednog dana).

— Moguce je ponavljanje terapije sa jednakom efi-
kasno$c¢u u lecenju tumora vecih dimenzija kao i veéeg
broja tumora. U ovom slu¢aju tumor se moze ponovo po-
javiti u marginalnim podru¢jima koja nisu bila dovoljno
elektropermeabilizovana usled upotrebe elektroda ¢ije
dimenzije su manje od dimenzija tumora. I u ovakvim
slucajevima, kada je tretman trebalo ponoviti, rezultat te-
rapije bio je pozitivan, §to takode znaci da pacijent usled
ponavljanja tretmana ne postaje rezistentan na citostatik
[Mir ef al., 1998], [Sersa ef al., 2000]. Navedimo 1 slu¢aj
efikasnosti tretmana nodula Kaposi sarkoma ponavljaju-
¢om elektrohemoterapijom [Garbay et al., 2006].

— Metoda je efikasna i u tretmanu tumora koji su
se pojavili nakon tretmana konvencionalnim metoda-
ma. Naime, elektrohemoterapija primenjena na pacije-
natima (u terminalnoj fazi), naro¢ito u sluéaju kada su
se tumori pojavili nakon hirurgije [Mir et al., 1998] i
radioterapije [Sersa et al., 1998], pokazala se vrlo efi-
kasnom u odstranjivanju tumorskih nodula. Na osnovu
ovih rezultata moze se zakljuciti da se elektrohemote-
rapijom moze uspesno intervenisati u slu¢ajevima ka-
da ostale konvencionalne metode viSe nije mogude pri-
meniti i na taj na¢in doprineti u olak$avanju simptoma
pacijentima kod kojih je rak neizlec¢iv.

Prema do sada postignutim rezultatima moZemo za-
kljuciti da elektrohemoterapija u klinici moZze biti izuzet-
no korisna u slede¢im sluc¢ajevima [Sersa et al., 2006]:
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— kao palijativni tretman (paliative treatement)
poodmakle bolesti (melanom u fazi IV), naro¢ito kod

starijih osoba.

— kao neoadjuvantni tretman (neoadjuvant trea-
tement), odnosno citoreduktivna terapija pre hirurske
intervencije, kako bi se o¢uvao §to veci deo organa, a
ujedno i1 njegova funkcionalnost. Navedimo primer
uspe$nog odstranjivanja analnog melanoma, gde je
kombinacijom elektrohemoterapije i hirurgije sacuvan
sfinkter [Snoj et al., 2005]. Isto tako, kombinacijom
elektrohemoterapije i hirurgije postiZzu se dobri rezul-
tati digital chondrosarcoma, gde se prst spasava od am-
putacije, koja bi bez primene elektrohemoterapije bila
neizbezna [Shimizu et al., 2003].

— u o¢uvanju organa i njihove funkcije (organ and
function sparing), budu¢i da je elektrohemoterapiju
moguce primeniti na bilo kojem delu tela ukljucujuci
lobanju, lice, usnu duplju, kao i analno podrugje. Za te-
rapiju tumora na pomenutim delovima tela elektrohe-
moterapija bila bi adekvatnija od radioterapije ili hirur-
gije. Navedimo primer uspe$ne elektrohemoterapije
bazalnih karcinoma na podrudju lica [Heller az al., 1998].

— kao tretman hemoragic¢nih i bolnih tumorskih no-
dula. Pod uticajem elektri¢nog polja dolazi do vaskula-
tornih promena u tkivu, odnosno dolazi do redukcije pro-
toka krvi u tumoru. Usled ovog fenomena, takozvanog
»vascular lock«-a, produzava se delovanje citostatika, za-
ustavlja krvarenje i ublazava bol. Navedimo primer efi-
kasnog paliativnog tretmana hemoragi¢nih koznih meta-
staza, gde je elektrohemoterapijom zaustavljeno krvare-
nje [Ghel et al., 2000] i slu¢aj pacijenta (sa vrlo bolnim
squamous carcinoma of supraglotis) kome je elektrohe-
moterapijom ublazen bol [Ser3a et al., 1998].

Opsti zakljucak: Elektrohemoterapija je jedno-
stavna, bezbedna i efikasna metoda koja moze dati vrlo
dobre rezultate nakon jednog samog tretmana. Trenut-
no se u klinici koristi kao palijativna metoda za odstra-
njivanju koznih maligniteta razli¢itih histologija. Raz-
vojem endoluminarnih elektroda u kombinaciji sa hi-
rur$kom intervencijom ova metoda trebala bi da po¢ne
da se primenjuje i za leenje tumora na unutra$njim or-
ganima. Oc¢ekuje se da ¢e se budu¢im razvojem, kao i
Sirenjem ste¢enog znanja i iskustva, indikacije za pri-
menu elektrohemoterapije u klinici rasiriti.

2. Elektroporacija u trasnferu DNK:

Sa desifrovanjem ljudskog genoma dolazi do re-
volucionarnog napretka u istrazivanjima na podrucju
farmacije i medicine, jer se transferom gena, pruza mo-
gucnost za leCenje mnogih naslednih i infektivnih bo-
lesti. Uprkos obedavaju¢im rezultatima postignutih
uspesnom terapijom genima koji su uneSeni pomoéu
virusnih vektora, postoji jo§ mnogo nereSenih pitanjau
vezi sa neZzeljenim efektima koji mogu nastupiti usled

negativnog odgovora imunskog sistema. Zato se u nau-
ci puno paznje posvecuje nevirusnim metodama tran-
sfera terapijskih gena u ciljna tkiva i organe [Parker et
al., 2003; Mehier-Humbert and Guy, 2005]. Jedno od
mogucih nevirusnih reSenja za transfer gena u ¢elije je
primena elektri¢nih impulsa, odnosno elektri¢nog pol-
ja, kako bi se povecala propustljivost membrane. Ovu
metodu nazivamo elektrogenska terapija [Cemazar et
al., 2006]. Eksperimenti potvrduju da se najbolji rezul-
tati transfera genetskog materijala kroz ¢elijsku mem-
branu mogu posti¢i kombinacijom kratkih impulsa vi-
soke amplitude i dugotrajnih impulsa niske amplitude.
Na taj nacin, prvim impulsom postizemo poveéanje
propustljivosti ¢éelijske membrane, odnosno njenu
elektropermeabilizaciju. Naredni, duzi impuls manjeg
intenziteta, vrsi elektroforezu, pri ¢emu negativno nae-
lektrisani molekuli DNK bivaju potisnuti prema pret-
hodno elektropermeabilizovanoj membrani i unutra-
$njosti celije [Satkauskas er al., 2002; Satkauskas et
al.,2005]. Priunosu gena ovom metodom moramo biti
jako oprezni kod dizajniranja elektri¢nog polja koje ne
sme da bude previsoko kako bi reverzibilno elektroper-
meabiliziovali ¢elijske membrane, i time ocuvali celi-
je. Sa druge strane, ireverzibilna elektropermeabiliza-
cija pri elektrohemoterapiji nije naroc¢ito opasna, jer je
unistavanje tumorskih celija cilj ove terapije.

Prva klini¢ka ispitivanja (odnosno klinicke studi-
je faze I11I) za primenu elektropermeabilizacije u gen-
skoj terapiji vec¢ su u toku.

3. Elektroporacija u transdermalnom
transportu lekovitih supstanci

Lekovite supstance moguce je unositi u telo i tran-
sdermalnim putem, koji u odnosu na primenu lekova
invazivnim intravenoznim putem ima odredene pred-
nosti medu kojima su spre¢avanje nepozeljnog delova-
nja probavnih encima na supstance koje se unose, kao i
postepen, konstantan unos lekovite supstance u telo,
nasuprot brzom intravenoznom unosu. Za unos lekova
transdermalnim putem koriste se sledece metode: ul-
trazvuk, iontoforeza i elektropermeabilizacija (elektro-
poracija) [Prausnitz, 1997; Barry, 2001; Denet and
Préat, 2003; Prausnitz et al., 2004]. Zbog svoje zastitne
funkcije 1 velikog elektri¢nog otpora, koza predstavlja
veliku barijeru za transdermalni transport supstanci.
Pod uticajem elektri¢nog polja, odnosno procesom
elektropermeabilizacije, moguce je privremeno sma-
njiti elektriéni otpor koZe i na taj na¢in privremeno po-
vedati propustljivost koze kako bi se omogucio trans-
port leka u telo. Elektropermeabilizacija koZe moze se
postici bez nastanka nepozeljnih i §tetnih efekata, a tre-
ba istaknuti da elektri¢na struja tokom ovog procesa
dodatno ubrza transdermalni prenos jona i naelektrisa-
nih molekula [Prausnitz, 1996; Prausnitz, 1999].
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When a biological tissue is exposed to the high
voltage pulses a local electric field distribution within
its volume is created. If the magnitude of'the local elec-
tric field exceeds a critical threshold value the cell
membranes become more permeable for ions and mol-
ecules, which otherwise can not enter the cell. Such a
modality of cell membrane permeabilization by means
of electric field is named electroporation (also termed
electropermeabilization) and allows for increased en-
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