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Ireverzibilna elektroporacija kot metoda
ablacije mehkih tkiv: pregled in izzivi pri
uporabi v klinichem okolju

Irreversible electroporation as a novel method for soft tissue
ablation: review and challenges in clinical practice

Helena Cindri¢, Bor Kos, Damijan Miklavcic

lzvlecek

Koncept ireverzibilne elektroporacije kot samostojne ablacijske metode so prvic predstavili pred
petnajstimi leti. Ireverzibilna elektroporacija je alternativna metoda uveljavljenim termic¢nim
ablacijskim metodam, saj mehanizem unicevanja celic ni odvisen od dviga temperature. Zaradi
netermicnega nacina delovanja se zaenkrat uporablja predvsem v primerih, pri katerih uporaba
termicne ablacije ni mogoca zaradi nevarnosti, da se poskodujejo bliZnje obcutljive anatomske
strukture ali se u¢inkovitost ablacije zmanjsa zaradi odvajanja toplote (t. i. heat sink ucinek). Tre-
nutno se ireverzibilna elektroporacija v medicini uporablja predvsem za odstranjevanje globlje
leZeCih tumorjev, na primer v jetrih, prostati in ledvicah. V zadnjih letih je veliko zanimanja vzbu-
dila tudi uporaba metode v srcu, in sicer za zdravljenje razlicnih motenj srénega ritma. Ker je
ablacija z ireverzibilno elektroporacijo sorazmerno nova tehnologija, Se vedno ni standardnih
protokolov zdravljenja in postopkov za nacrtovanje zdravljenja. Numericne metode so nepogres-
liivo orodje pri preucevanju pojava elektroporacije in pri pripravi bolnikom prilagojenih nacr-
tov zdravljenja. Prispevek pregledno prikazuje dosedanjo uporabo ireverzibilne elektroporacije
v klinicnem okolju, povzema prednosti in osvetljuje glavne probleme pri uvajanju te obetavne
ablacijske metode v klinicno prakso.

Abstract

Irreversible electroporation has been evaluated as a novel method for ablation of various soft
tissues for the last fifteen years. This method presents an alternative to the established thermal
ablation methods due to its predominantly non-thermal mechanism of cell kill. It is currently
mostly used for treating patients in whom the application of thermal ablation is contraindicat-
ed due to risk of thermal damage to sensitive nearby structures, or when the presence of heat
sinks reduces ablation efficacy. The main medical application of irreversible electroporation
has until recently been ablation of deep seated tumours, e.g. in the liver, prostate and kidney,
however, in the last few years its potential for the treatment of various arrhythmias has sparked
great interest. Since irreversible electroporation is still a relatively new method, there is a lack of
standardized treatment protocols and planning procedures for use in clinical setting. Numerical
modelling has proven to be an indispensable tool in investigating and designing electropora-
tion-based treatments and preparing patient-specific treatment plans. In this paper the most
recent developments in clinical use of irreversible electroporation ablation are summarized and
its major advantages as well as challenges and possible drawbacks in introducing this novel ab-
lation method into clinical routine are highlighted.
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1 Uvod
1.1 O elektroporaciji

Elektroporacija (imenovana tudi ele-
ktropermeabilizacija) je pojav, pri ka-
terem s kratkimi visokonapetostnimi
elektricnimi pulzi zacasno spremenimo
strukturo celicne membrane. Pod vpli-
vom elektri¢nega polja se prerazporedijo
membranski lipidi, nastanejo t. i. hidro-
filne pore ter kemicne reakcije na lipidih
in transportnih proteinih, kar poveca
prepustnost in omogoc¢i prehod razli¢-
nim snovem, ki sicer tezko ali pa sploh
ne prehajajo preko membrane (1-4).
Z ustrezno izbiro parametrov elektric¢-
nih pulzov, to je $tevilom in trajanjem
pulzov, dinamiko dovajanja pulzov ter
amplitudo dovajane napetosti je lahko
pojav elektroporacije reverzibilen ali pa
ireverzibilen. Pri reverzibilni elektropo-
raciji se membrane celic sorazmerno hit-
ro povrnejo v prvotno stanje, zato dolgo-
ro¢no gledano s posegom ne zmanj$amo
celi¢ne sposobnosti za njeno delitev in
delovanje. Pri ireverzibilni elektropora-
ciji pa zaradi predolge izpostavljenosti
polju celica izgubi funkcionalnost in
odmre (proces, soroden apoptozi) (4-7).

Tako reverzibilna kot ireverzibilna
elektroporacija ponujata moznosti na
stevilnih podro¢jih - od medicine in
biotehnologije do obdelave Zivil ter lesa
(5,8,9). Najvec zanimanja pa vzbuja prav
uporaba v medicini (10). Reverzibilna
elektroporacija je zanimiva predvsem s
stali$¢a vnosa razli¢nih molekul v celice,
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pri ¢emer je ena od aplikacij elektroke-
moterapija, pri kateri z reverzibilno elek-
troporacijo tumorja omogo¢imo prenos
nekaterih kemoterapevtikov (bleomi-
cin in cisplatin) v rakave celice in s tem
mocno pove¢amo njihovo citotoksi¢nost
(11-14). V nasprotju z elektrokemotera-
pijo, pri kateri Zelimo ohraniti membra-
ne celic, pa pri ireverzibilni elektropora-
ciji stremimo k neposrednemu unicenju
celic z elektri¢nim poljem. Ireverzibilna
elektroporacija (IRE) se uporablja pred-
vsem za ablacijo razli¢nih rakavih tkiv
oz. tumorjev (5,7,15-19), v zadnjem casu
pa tudi za ablacijo v srcu za zdravljenje
motenj srénega ritma (20-23).

1.2 Ireverzibilna
elektroporacija v medicini

Koncept uporabe ireverzibilne elek-
troporacije kot samostojne metode abla-
cije tkiva so leta 2005 prvi¢ predstavili
Davalos in sodelavci v (7). Na primeru
matematicnega modela so pokazali, da
ireverzibilna elektroporacija omogoca
unicenje tarénega tkiva, pri cemer, v pri-
merjavi z ostalimi uveljavljenimi abla-
cijskimi metodami, tkiva ne segreva in
tako ne povzroca termi¢nih poskodb.
Netermicni mehanizem unicevanja ce-
lic je hitro vzbudil precej zanimanja v
raziskovalnih skupinah, zato so sledi-
le $tevilne $tudije in vitro ter Studije na
zivalskih modelih in vivo. Poznejse ra-
ziskave so pokazale, da je v neposredni
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blizini elektrod vseeno prisotna termic-
na komponenta, ki je posledica visoke
gostote tokov in povecanja elektri¢ne
prevodnosti tkiva zaradi elektroporacije
(24-26). Kljub temu pa ob pravilni upo-
rabi predstavljajo termicne poskodbe
majhen delez celi¢nih smrti, ker je me-
hanizem delovanja te nove metode abla-
cije pretezno netermicen (26).

Leta 2010 sta bili objavljeni prvi
klini¢ni Studiji ablacije IRE, in sicer v
prostati (27) in v ledvicah (28), ki sta
poudarjali predvsem varnost posega. V
naslednyji letih so sledile $tevilne klini¢ne
raziskave za odstranitev globlje lezecih
tumorjev v razli¢nih organih, in sicer v
prostati (27,29-33), ledvicah (28,34,35),
jetrih (36-42), trebusni slinavki (43-46)
ter pljucih (do sedaj neuspesno) (47,48).
V zadnjih letih so poleg uporabe v on-
kologiji zaceli raziskovati tudi moznosti
uporabe IRE v srcu, in sicer za izoliranje
plju¢nih ven pri zdravljenju fibrilacije
preddvorov (AF) (20-22,49) in za abla-
cijo Purkinjevih vlaken pri zdravljenju
prekatne fibrilacije (23).

Ireverzibilna elektroporacija kot
ablacijska metoda ima pred termi¢nimi
metodami S$tevilne prednosti, ki omo-
gocajo njeno uporabo v primerih, kadar
termicne poskodbe okoliskih tkiv niso
sprejemljive, npr. v neposredni blizini
zol¢nega kanala, ali ko ablacije s termic-
nimi ablacijskimi tehnikami ne moremo
zanesljivo izvesti npr. zaradi bliZine vec-
jih zil (10,19,26,36,41,50-52). Ker me-
toda ni odvisna od temperature, ni ob-
¢utljiva na odvajanje toplote v blizini Zil
(angl. heat sink), kar je pogosta tezava pri
termi¢nih metodah ablacije. Pomembna
lastnost ireverzibilne elektroporacije je
tudi, da unic¢i le membrane Zivih celic,
preostale strukture in proteini v medce-
licnem prostoru pa ostanejo neposkodo-
vani, kar izboljsa integriteto poskodo-
vanega tkiva, zmanjsa brazgotinjenje in

omogoca hitrejso obnovo tkiva (53). Po-
membno vlogo pri antitumorskem ucin-
ku ireverzibilne elektroporacije ima tudi
sodelovanje imunskega sistema. Delez
celic v neposredni blizini elektrod na-
mre¢ odmre zaradi termi¢nih poskodb
(nekroza), kar spodbudi lokalni imunski
odziv in s tem pospesi odstranjevanje ra-
kavih celic (54,55). Danes se za ablacijo
mehkih tkiv rutinsko $e vedno upora-
bljajo termi¢ne tehnike, kot so ablacija
z radio-frekvencami in mikrovalovi ter
krioablacija, vedno bolj pa se povecuje
zanimanje tudi za ablacijo z ireverzibil-
no elektroporacijo.

2 Tehnicni vidiki ablacije z
ireverzibilno elektroporacijo

Pri ireverzibilni elektroporaciji stre-
mimo k popolnemu unicenju celic v
tarcnem tkivu. Ucinkovitost ablacije je
neposredno povezana z jakostjo lokalne-
ga elektricnega polja v tkivu in s ¢asom
izpostavitve polju (Slika 1).

Na jakost elektricnega polja v prvi
vrsti vpliva amplituda pulzov, odvisna
pa je tudi od dimenzij elektrod (premer
in dolzina elektrode), od razmika med
elektrodama v paru in od (elektri¢nih in
toplotnih) lastnosti bioloskega tkiva. Po-
leg tega na stopnjo elektroporacije tkiva
vpliva tudi dinamika dovajanja pulzov
(trajanje pulzov in hitrost dovajanja pul-
zov). Dolo¢itev optimalnih parametrov
za ireverzibilno elektroporacijo je pred-
met intenzivnih raziskav, saj se para-
metri pulzov razlikujejo od posamezne
aplikacije in od tar¢nega tkiva/organa.

2.1 Ablacija globlje
leZecCih tumorjev

Pri ablaciji globlje lezec¢ih tumor-
jev se za dovajanje visokonapetostnih
elektricnih pulzov uporabljajo dolge
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Slika 1: A) Reverzibilna elektroporacija, ireverzibilna elektroporacija in termicni ucinki
elektroporacije so odvisni tako od jakosti elektricnega polja kot od ¢asa izpostavitve (odvisen
od trajanja in Stevila dovedenih elektricnih pulzov). V tkivu tako lahko doseZemo enak ucinek s
krajsSim izpostavitvenim c¢asom in visjo jakostjo elektri¢nega polja ali z daljSim izpostavitvenim

¢asom in niZjo jakostjo elektri¢nega polja. B) Pri izbranem trajanju elektricnih pulzov (primer
za 1-milisekundne pulze - ¢rtkana ¢rta na panelih A in B) deleZ reverzibilno in ireverzibilno
elektroporiranih celic narasca z jakostjo elektri¢nega polja. Slika je povzeta po Yarmush ML, et

al (8).

monopolarne igelne elektrode. Stevilo
in postavitev uporabljenih elektrod sta
odvisni od velikosti tumorja. Znacilna je
uporablja od dveh do Sestih elektrod, ki
so postavljene ¢im bolj vzporedno druga
drugi in so razporejene okoli tumorja.
Po potrebi se ena ali ve¢ elektrod lahko
nahajajo tudi v tumorju. Elektrode ima-
jo nastavljivo dolzino, vendar se v praksi
bolj ali manj uporablja dolzina 2 cm, saj
daljse elektrode »zahtevajo« prevelik ele-
ktri¢ni tok. Elektri¢ne pulze dovajamo
posameznim parom elektrod tako, da
zaporedoma pokrijemo celotno tar¢no
prostornino, to je prostornino tumorja
z varnostnim pasom. Sirina varnostnega
pasu je odvisna od tipa tumorja in se na-
vadno razteza od 5-10 mm od roba tu-
morja. Pri ve¢jih tumorjih lahko elektro-
de med terapijo tudi izvlecemo (15-20
mm), s ¢imer tar¢no prostornino pokri-
jemo v segmentih. Parametri elektri¢nih
pulzov in protokoli dovajanja se med
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$tudijami sicer precej razlikujejo, vendar
se najpogosteje uporablja vlak 70-100
elektricnih pulzov na par elektrod, tra-
janje posameznih pulzov v vlaku pa je
tipi¢no 90 ps (50-100 ps) (18,37,45). Za
doloc¢itev amplitude se ve¢inoma upo-
rablja razmerje med napetostjo in raz-
daljo med elektrodama v paru, ki pa je
od studije do Studije razli¢no, saj je med
drugim odvisno tudi od vrste tarénega
tkiva. V objavljenih $tudijah in vivo za-
sledimo uporabo razmerij 1000-2500 V/
cm (18).

V literaturi se razmerje napetosti in
razdalje med elektrodama (razmerje V/d
z enoto V/cm), ki se uporablja za dolo-
citev napetosti na elektrodah, pogosto
zamenjuje s pragom elektricnega polja,
ki je potrebno za ireverzibilno elektro-
poracijo tar¢nega tkiva. Elektri¢no polje
v tkivu je odvisno od elektri¢nih last-
nosti in od strukture tkiva. Tkivo (in s
tem elektricna prevodnost) je v osnovi
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Slika 2: Primer razporeditve elektri¢nega polja v homogenem tkivu pri razlicnih razdaljah med igelnima elektrodama
(1cm, 1,5 cmin 2 cm) ter pri enakem razmerju med napetostjo in razdaljo V/d = 1500 V/cm. Zaradi boljSe vidljivosti se
barvna lestvica omejuje na obmocje do 3000 V/cm. Elektricno polje ni homogeno in je v neposredni blizini elektrod
zelo visoko (tudi do 10 000 V/cm), a z razdaljo od elektrod hitro upada in na sredini med elektrodama znasa od 500-
1000 V/cm. Razporeditev elektri¢nega polja je odvisna tudi od postavitve elektrod. Pri istem razmerju V/d je polje pri
razdalji 1 cm na sredini med elektrodama skoraj homogeno (A), medtem ko z naras¢anjem razdalje postaja vedno bolj

nehomogeno (B, C).
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nehomogeno, poleg tega pa se med po-
segom prevodnost Se dinamicno spre-
minja tako zaradi elektroporacije kot
zaradi segrevanja (56,57). Dejansko je
polje v blizini elektrod zaradi velike to-
kovne gostote zelo visoko (tudi 10000
V/cm), medtem ko z vecanjem razdalje
od elektrod drasti¢no pada in je v ve¢ini
tarnega volumna nizje, kot je izbrano
razmerje V/d (Slika 2). Zato za doloci-
tev napetosti na elektrodah uporabljajo
visoke vrednosti, npr. 1500 V/cm, ¢eprav
je prag elektri¢nega polja, pri katerem
pride do ireverzibilne elektroporacije, v
resnici le okoli 500-700 V/cm (odvis-
no od vrste tkiva in $tevila dovajanih
pulzov).

Nacrtovanje in postavitev elektrod v
praksi ve¢inoma $e vedno poteka roc-
no. Intervencijski radiolog na podlagi
bolnikovih predintervencijskih slik do-
lo¢i polozaje in trajektorije za vstavitev
elektrod. Vstavitev elektrod nato pote-
ka prostoro¢no s pomocjo kontrastno

ojacenega ultrazvoka, npr. pri ablaciji v
prostati, ali pa s pomocjo intervencijskih
racunalnisko tomografskih (CT) slik,
npr. pri zdravljenju tumorjev v jetrih in
trebusni slinavki. Konc¢ne polozaje elek-
trod nato vnesejo v napravo NanoKnife,
ki prikaze shematsko obliko ablacijske
cone glede na izbrane parametre elek-
tri¢nega polja (razmerje med napetostjo
in razdaljo na elektrodah). Igelne elek-
trode so dolge in tanke (premer 0,8-1,2
mm) in se pri vstavitvi pogosto upogne-
jo. Zato je izredno tezko doseci popolno-
ma vzporedno postavitev.

NanoKnife (AngioDynamics, Lat-
ham, New York, ZDA) je trenutno edina
komercialno dostopna naprava za ire-
verzibilno elektroporacijo in narekuje
vecino protokolov v klini¢nih $tudijah.
Proizvajalec za dolocitev amplitude na-
petosti na paru elektrod priporoca raz-
merje med napetostjo in razdaljo med
elektrodama 1500 V/cm. Maksimalna
napetost, ki jo NanoKnife lahko dovede,
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Slika 3: Primer minimalno invazivnega posega - ablacija IRE
kolorektalnih metastaz v jetrih. A, B) Predintervencijski sliki prikazujeta
tumor (puscica) v blizini hepaticne in portalne vene ter Zol¢nega kanala.
C) Igelni elektrodi za elektroporacijo sta vstavljeni perkutano s pomocjo
vodenja s CT. D) Slika, zajeta neposredno po posegu, prikazuje znacilno
hipointenzivno obmocje ablacije s hiperintenzivnim robom. E, F) Na
slikah dva tedna po posegu je vidna skrcitev podrocja ablacije. G, H) Tri
mesece po posegu je podrocje ablacije na CT s kontrastnim sredstvom
komaj vidno, na slikah PET CT pa ni zaznane presnovne aktivnosti v
podrocju spremembe. Slika je povzeta po Scheffer HJ, et al (19).
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znasa 3000 V, zato smo pri postavitvi
elektrod omejeni na razdalje do najvec 2
cm, Ce Zelimo ohraniti razmerje 1500 V/
cm. Poleg tega smo omejeni tudi z ma-
ksimalnim elektri¢nim tokom, ki ga na-
prava $e dopusca. Ce amplituda elektric-
nega toka v paru elektrod preseze 50 A,
se dovajanje pulzov avtomatsko prekine.
Napetost je nato treba ustrezno znizati
in postopek ponoviti. Visokonapetostni
elektri¢ni pulzi lahko povzrocijo sréno
aritmijo, zato pulze dovajamo v fazi ab-
solutne refrakcijske dobe (58,17). Dova-
janje pulzov se tako vedno sinhronizira
z bolnikovim elektrokardiogramom, in
sicer ne glede na izbrani protokol dova-
janja. NanoKnife elektri¢ne pulze dovaja
v sekvencah po deset pulzov, vmes sledi
premor, med katerim se naprava spet na-
polni. Elektroporacijski pulzi povzroca-
jo tudi mocne misi¢ne kontrakcije, zato
je potrebno popolno farmakolosko pa-
raliziranje bolnika ter splo$na anestezija.
Ablacija globlje lezecih tumorjev z
ireverzibilno elektroporacijo se lahko
izvaja z operacijo ali perkutano. Perku-
tani postopek je minimalno invaziven in
mocno skrajsa ¢as hospitalizacije in okre-
vanja bolnika, vendar je tehni¢no veliko
bolj zahteven. Izredno pomembno je, da
igelne elektrode vstavimo natancno v
skladu z nacrtom pred posegom. Vsta-
vitev elektrod lahko poteka prostoro¢no
pod vodenjem CT ali pa z uporabo na-
vigacijskih sistemov, ki so trenutno na
voljo za izvajanje perkutanih terapij (59-
61). Slika 3 prikazuje primer minimalno
invazivnega zdravljenja kolorektalnih
metastaz v jetrih z ablacijo IRE.

2.2 Ablacija srcne misice

Trenutno ena bolj obetavnih aplikacij
ireverzibilne elektroporacije je izolacija
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Slika 4: A) Krozni kateter z oStevilcenimi elektrodami za ablacijo pljucnih ven; B) shematski
prikaz treh bipolarnih pulzov za ablacijo pljucnih ven s kroZznim katetrom. Slika je povzeta po

Stewart MT, et al (22).

plju¢nih ven za zdravljenje AF. Katetrska
ablacija miokarda preddvora na sticis¢u
s plju¢nimi venami je uveljavljena me-
toda zdravljenja AE, pri ¢emer se upo-
rabljata predvsem radiofrekvenc¢na (RF)
ablacija in krioablacija.

Glavni slabosti RF ablacije sta omejen
nadzor nad Sirjenjem toplote v tkivu (in
s tem povecano tveganje za poskodova-
nje netarc¢nega tkiva) ter diskontinuitete
v ablacijski coni. Poleg tega je postopek
precej dolgotrajen in zahteva izkuSenega
kardiologa oziroma elektrofiziologa, saj
je treba RF elektrodo ro¢no premikati
po obodu plju¢ne vene. Ireverzibilna ele-
ktroporacija omogoca dober nadzor nad
globino ablacijske cone, uspeh ablacije
pa ni odvisen od akumulacije toplote v
tkivu. V primerjavi z RF ablacijo je po-
stopek IRE precej hitrejsi, saj po name-
stitvi kroznega katetra dovajanje pulzov
traja le nekaj sekund. Pri obeh termic¢nih
ablacijskih tehnikah (RF in krioablaci-
ja) se tar¢no tkivo ablacije nahaja zunaj
plju¢nih ven v izogib brazgotinjenju ven-
skih sten in s tem tveganju za nastanek
stenoze plju¢nih ven. Ireverzibilna elek-
troporacija ohranja strukturo medcelic-
nega prostora in s tem zmanjsa brazgoti-
njenje tkiva. Zato omogoca ablacijo tudi
neposredno na sti¢is¢u z venami brez
nevarnosti za nastanek stenoze (62).

Katetrska ablacija sréne miSice z

ireverzibilno elektroporacijo je trenutno
$e v fazi razvoja. V Stevilnih predklini¢-
nih in prvi klini¢ni raziskavi (20) so bile
preizkusene razli¢ne oblike katetrov, od
balonskega katetra (62) do razli¢nih ob-
lik katetrov z bipolarnimi elektrodami in
bifaznimi pulzi (20). Eden bolj obetav-
nih katetrov je krozni kateter z devetimi
elektrodami (Slika 4) (22,49). Optimal-
ni parametri elektri¢cnih pulzov so $e
vedno predmet raziskav, vendar splo$ni
zakljucki nakazujejo, da bipolarna kon-
figuracija elektrod v katetru (izmenic-
no pozitivne in negativne elektrode) in
aplikacija kratkih bifaznih pulzov omo-
gocata najboljsi nadzor nad velikostjo
ablacijske cone in zmanjsata intenziteto
misi¢nih kontrakcij.

2.3 Nacrtovanje posega

Tehnoloski napredek, predvsem s
slikovnim vodenjem procesov, danes
omogoca minimalno invazivne posege,
ki moc¢no skrajsajo cas hospitalizacije
in izboljsajo bolnikovo kakovost Ziv-
ljenja v Casu okrevanja. Pri minimal-
no invazivnih posegih, $e posebej pri
globlje leze¢ih tumorjih, smo omejeni
glede vstavljanja elektrod, saj moramo
prepreciti mehanske poskodbe kriti¢nih
anatomskih struktur. Prvi korak pri na-
¢rtovanju zdravljenja je tako dolocitev
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vstavitvene trajektorije elektrod, pri ce-
mer moramo upostevati navodila proi-
zvajalca naprave, da morajo biti elektro-
de ¢im bolj vzporedno druga z drugo, saj
lahko le tako do neke mere nadzorujemo
razporeditev in homogenost elektri¢ne-
ga polja v tkivu. V drugem koraku mora-
mo dolo¢iti optimalno $tevilo in posta-
vitev elektrod ter optimalne parametre
elektri¢cnih pulzov, in sicer tako, da za-
gotovimo dovolj visoko elektri¢no polje
v celotni tar¢ni prostornini tkiva, hkrati
pa ne poskodujemo bliznjih kriti¢nih
anatomskih struktur. Poleg tega smo
omejeni z zmoznostmi klini¢no dosto-
pnih pulznih generatorjev — z omejitvijo
elektri¢nega toka in napetosti.

Naprava NanoKnife sicer omogoca
shematski prikaz pricakovane ablacijske
cone glede na izbrano postavitev ele-
ktrod in parametre pulzov, vendar pri
tem predpostavlja, da je tumor pravilno
okrogle oblike in ne uposteva lokalne
prerazporeditve elektri¢nega polja zara-
di variabilnosti bioloskega tkiva. Poleg
tega NanoKnife tridimenzionalno posta-
vitev elektrod prevede v dve dimenziji,
zato je ablacijska cona predstavljena le
v ravnini, ki je pravokotna na elektrode.
Napetost na elektrodah se izra¢una av-
tomatsko glede na Zeleno razmerje med
napetostjo in razdaljo. Primernost izra-
¢unanih parametrov se preveri z meri-
tvijo toka na zacetku posega. Vsakemu
paru elektrod najprej dovajajo 10-20 te-
stnih pulzov. Ce je izmerjeni tok v obmo-
¢ju 20-30 A, so parametri primerni, zato
lahko sledi dovajanje preostalih pulzov.
Ce je vrednost toka visja oziroma niZja,
je treba ustrezno prilagoditi napetosti ali
postavitev elektrod.

Nacrtovanje ablacije IRE zgolj na
podlagi elektri¢nega toka ni zanesljivo,
zato se v zadnjih letih aktivno razvijajo
programska orodja in aplikacije za pri-
pravo celostnih nacrtov pred posegom.

Ireverzibilna elektroporacija kot metoda ablacije mehkih tkiv
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Priprava nacrta zdravljenja temelji na
numeri¢ni simulaciji posega (37,63-65).
Nacelo modeliranja ablacije z ireverzi-
bilno elektroporacijo je predstavljeno
na poenostavljenem teoreti¢cnem mode-
lu tumorja v jetrih (Slika 5 / A). Model
sestavljata dve tkivi, in sicer parenhim
jeter in okrogel tumor s premerom 16
mm. Okoli tumorja so razporejene §tiri
igelne elektrode v konfiguraciji kvadra-
ta, najvecja razdalja med elektrodama pa
znasa 20 mm. Elektrode skupaj tvorijo
$est aktivnih parov za ablacijo. Parame-
tri elektri¢nih pulzov v modelu so izbra-
ni v skladu s priporocili proizvajalca na-
prave NanoKnife, in sicer 100 pulzov na
par elektrod v trajanju 90 us ter razmerje
med napetostjo in razdaljo med elektro-
dami 1500 V/cm (Slika 5 / B). Dinamika
dovajanja je, kakor sledi: elektri¢ni pulzi
se dovajajo s frekvenco 1 Hz v vlaku po
10 pulzov, med posameznimi vlaki pa
nastopi 3-sekundni premor, ki je ¢as za
polnjenje pulznega generatorja. S poe-
nostavljenim modelom lahko hitro pre-
verimo ustreznost izbranih parametrov
pulzov ter postavitve elektrod. Za vsak
aktivni par elektrod posebej izracunamo
prostorsko porazdelitev elektricnega po-
lja, prispevke posameznih parov pa na
koncu zdruzimo v kon¢no porazdelitev
polja oziroma pokritje (Slika 5 / C). Pri
izbranih parametrih modela smo priv-
zeli prag za ireverzibilno elektropora-
cijo tumorja 600 V/cm (37). Z analizo
prispevka posameznih parov elektrod k
celotnemu pokritju taréne prostornine
lahko optimiziramo parametre ablaci-
je. Na slikah 5 / D-I vidimo, da s prvimi
$tirimi pari pokrijemo 75 % prostornine
tumorja, s petim parom pa Ze dosezemo
100-odstotno pokritje.

V modelu poleg razporeditve elek-
tricnega polja izracunamo tudi segreva-
nje tar¢nega tkiva zaradi joulskih izgub.
Na Sliki 6 / A je prikazana izracunana
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A e B) Par Razdalja Napetost Trajanje  Stevilo  Izratunan
\/// elektrod med (V) pulzov (us)  pulzov tok (A)
elektrodama
(cm)
1-2 1,41 2100 90 100 22,92
2-3 1,41 2100 90 100 24,26
3-4 1,41 2100 90 100 24,82
- 4-1 1,41 2100 90 100 25,23
& 1-3 2,00 3000 90 100 37,64
- 2-4 2,00 3000 90 100 38,50
D) E) F)
E (V/cm)
C) 1500
1400 <
N
1300
1200
1100 G) H)
1000
900
800
700
600

Slika 5: A) Poenostavljen numericni model tumorja v jetrih, obdan s stirimi igelnimi elektrodami. B) Izbrani parametri
elektricnih pulzov za Sest aktivnih parov elektrod v modelu. C) Konéna razporeditev elektri¢nega polja v tkivu. Viden je
okrogel obris tumorja. Zaradi boljSe vidljivosti je barvna lestvica prilagojena na obmocje od 600 do 1500 V/cm. D /1) Pri
izbranih parametrih modela je prag za ireverzibilno elektroporacijo tumorja priblizno 600 V/cm. Slike D / | prikazujejo
prispevke posameznih parov elektrod k celotnemu pokritju tarénega tkiva z elektri¢nim poljem, vecjim od 600 V/cm.
Vidimo, da je celotna prostornina tumorja pokrita Ze s prispevki prvih petih parov.
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temperatura v tkivu po sprozitvi 100
pulzov na prvi par elektrod. Vidimo, da
temperatura moc¢no naraste Ze pri prvem
paru, sledi pa dovajanje pulzov e na na-
daljnjih 5 parov. Slika 6 / B prikazuje
najvisjo izra¢unano temperaturo v tki-
vu za vseh 6 parov elektrod. Z viSanjem
temperature tkiva se veca elektri¢na pre-
vodnost tkiva, s tem pa tudi elektri¢ni
tok (Slika 6 / C). Iz kon¢ne razporeditve
elektricnega polja na Sliki 5 / C je raz-
vidno, da je celoten tumor pokrit s po-
ljem, visjim od privzetega praga za IRE
(600 V/cm). Parametre bi lahko nadalje

optimizirali, s ¢imer bi omejili segreva-
nje tkiva in s tem tveganje za nastanek
nezazelenih termi¢nih poskodb.

Pri pripravi dejanskega bolniku pri-
lagojenega nacrta za poseg uporabimo
bolnikove predintervencijske slike, na
podlagi katerih izdelamo poenostavljen,
a anatomsko pravilen, numeri¢ni model
tarcnega organa/tkiva. V modelu nato z
izracuni razporeditve elektricnega polja
in z optimizacijo postavitve in napetosti
na elektrodah dolo¢imo nacrt posega
(66). Nacrt zdravljenja pred operacijo je
nato potrebno na dan posega prenesti v
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Slika 6: A) temperatura v tkivu po prvih 100 pulzih; zacetna temperatura tkiva je 310 K 0z. 37 °C. B) Maksimalna
temperatura v tkivu, izraCunana po vsakem posameznem vlaku 10 pulzov. C) Dvig temperature preko spremembe
prevodnosti povzroci narascanje elektricnega toka v tkivu.

domeno intervencijskih slik, kar zahteva
poravnavo tridimenzionalnih predinter-
vencijskih in intervencijskih slik v isti
koordinatni sistem (67). Poravnava slik
je izredno zahteven postopek, $e pose-
bej pri mehkih tkivih, kjer so pogosto
prisotne deformacije. Poleg vprasljive
natancnosti poravnave je problemati¢na
tudi c¢asovna zahtevnost, saj je posto-
pek poravnave zaenkrat $e vedno prevec
dolgotrajen za uvedbo v klini¢no rutino
(60). Nacrti pred operacijo zato trenu-
tno sluzijo bolj kot opora pri izvedbi de-
janskega posega.

2.4 Termicni vidiki
ireverzibilne elektroporacije

Ucinkovitost ablacije z ireverzibilno
elektroporacijo ni odvisna od tempera-
ture, zato se metoda pogosto oznacu-
je kot netermicna metoda ablacije, kar
lahko vodi do zmotnega mnenja, da pri
IRE sploh ne pride do segrevanja tkiva.
Mehka tkiva so precej dobri prevodni-
ki, njihova elektri¢na prevodnost pa se
med elektroporacijo Se poveca, kar lah-
ko povzroci precej visoke elektri¢ne to-
kove in s tem joulsko segrevanje okoli-
skega tkiva. Dvig temperature je najbolj
ociten v neposredni blizini elektrod, kjer
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temperatura preseze 60 °C, kar tudi pri
krajsih izpostavitvenih casih povzroci
koagulacijo celi¢nih proteinov in s tem
takoj$njo celi¢no smrt. Pri daljsih izpo-
stavitvah pa lahko celicna smrt nasto-
pi Ze pri temperaturi 43 °C. NarasScanje
temperature je sorazmerno s Stevilom
elektri¢nih pulzov in s frekvenco dova-
janja. Pri ve¢jih tumorjih, kjer je upora-
bljenih veliko elektrod in katerih delezi
se med seboj prekrivajo, lahko kumu-
lativno v tkivo lokalno dovedemo ve¢
sto pulzov, kar lahko pripelje do visokih
temperatur v celotnem tar¢nem tkivu, s
¢imer izgubimo netermi¢nost IRE. Eden
od razlogov za izbiro ablacije IRE pred
termi¢nimi metodami je uporaba na
mestih oz. organih, kjer termi¢ne po-
$kodbe niso sprejemljive. V takih prime-
rih je potrebno nadzorovati temperaturo
v tkivu oziroma pri pripravi nacrta pred
operacijo. V izracunih se mora uposte-
vati tudi segrevanje in ohlajanje tkiva ter
dinamika dovajanja pulzov.

V numeri¢cnem modelu upostevamo
spremembo prevodnosti medija tako za-
radi elektroporacije kot zaradi segreva-
nja. Na Sliki 6 / Cje prikazano narasc¢anje
elektricnega toka kot posledica segreva-
nja za vsak aktivni par elektrod posebe;j.
Ceprav je razmerje V/d pri vseh parih
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enako, vidimo, da se pri parih z niZjo na-
petostjo tok po aplikaciji vseh 100 pul-
zov poveca za priblizno 3 A, medtem ko
pri parih z vi§jo napetostjo tok naraste
za 5-6 A. V literaturi pogosto navajajo
narascanje toka kot enega od kazalcev
uspesne ireverzibilne elektroporacije,
¢eprav je v resnici dejavnikov za to po-
vecanje ve¢; med drugim, kot vidimo na
Sliki 6, tudi narasc¢anje temperature tki-
va, ki med IRE nikakor ni zanemarljivo.

3 Izzivi pri uvajanju
ireverzibilne elektroporacije
v klinicno okolje

Ceprav se je ireverzibilna elektropo-
racija izkazala kot obetavna alternativa
obstoje¢im metodam ablacije razli¢nih
mehkih tkiv, pa je pri uvajanju v kli-
ni¢no okolje potrebno resiti Se precej
problemov.

Eden klju¢nih izzivov je pomanjkanje
kazalca o tehni¢nem uspehu ireverzibil-
ne elektroporacije med ali neposredno
po posegu. IRE povzroci takojsen edem
v tkivu, zato slikanje neposredno po po-
segu ne poda zanesljive informacije o
podrodju ablacije. Zaradi regeneracije
tkiva po IRE (in s tem povezanega kr-
¢enja) je na pooperativnih slikah tezko
z gotovostjo razmejiti podrocje abla-
cije, kar otezuje razvijanje in validacijo
numeri¢nih modelov za nacrtovanje po-
segov (68,69).

V studijah zadnjih nekaj let pogosto
zasledimo povecanje elektricnega to-
ka kot merilo za uspesno ireverzibilno
elektroporacijo. Martin in sodelavci v
Studiji ablacije IRE v trebusni slinav-
ki navajajo, da se pri uspesni IRE tkiva
elektri¢ni tok poveca za vsaj 12 A (45).
Ce pri posameznem paru elektrod po
uvajanju vseh pulzov ne dosezemo
ustreznega povecanja toka, predlaga-
jo dodatnih 70-100 pulzov (45,70,71).

Tak nacin »nadzorovanja« ablacije pri-
pelje do velikega $tevila pulzov in s tem
do precej$njega segrevanja, pri cemer ni
dokazano, da dodatno dovajanje pulzov
res poveca velikost ablacije (72). Poleg
tega se zakljucki raziskave (45) nanasajo
na rezultate ablacije v trebusni slinavki;
mehka tkiva imajo raznolike elektri¢ne
lastnosti, zato neposreden prenos zak-
ljuckov na druga tkiva brez dodatnih
raziskav ni dovolj utemeljen. V raziska-
vi (73) so O'Brien in sodelavci preuce-
vali vpliv notranje hlajenih elektrod na
uc¢inkovitost in varnost IRE ablacije v
jetrih. Rezultati raziskave so pokazali,
da z uporabo hlajenih elektrod doseze-
mo nizje temperature in nizje elektricne
tokove kot pri nehlajenih elektrodah,
pri ¢emer se velikost podrocja ablacije
ne spremeni. Ruarus in sodelavci so v
Studiji (74) pokazali, da povecanje toka
sicer korelira z uspesnostjo ablacije ko-
lorektalnih metastaz, vendar so le pri 10
% bolnikov opazili poviSanje za 12 A.
Velikost in povecanje elektricnega toka
sta odvisna od sestave tkiva in tudi od
segrevanja — bodisi kot posledica pove-
¢anja prevodnosti bodisi zaradi oslablje-
nega ohlajanja tkiva zaradi lokalne zapo-
re zil, ki je posledica elektroporacije. V
numeri¢nem modelu (Slika 5 in 6) smo
upostevali dinamic¢ne lastnosti tkiv in
izracunali narascanje elektricnega toka
pri ablaciji IRE tumorja v jetrih. Pokaza-
li smo, da lahko kljub nizkemu poveca-
nju elektri¢nega toka dosezemo popolno
pokritje tar¢nega tkiva z varnostnim pa-
som, kar so v svoji $tudiji (74) pokazali
tudi Ruarus in sodelavci. Povecanje toka
pri ablaciji z IRE lahko sluzi kot oporna
tocka, vendar ne predstavlja zanesljive
metode za napoved (ne)uspeha zdravlje-
nja; ob neprimerni rabi pa lahko celo
vodi do povecanega tveganja za bliznje
obcutljive anatomske strukture.

Kljub narasc¢anju S$tevila klini¢nih
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studij na razlicnih organih pa Se vedno
sploh ni raziskav, kjer bi ablacijo IRE
izbrali kot primarno metodo zdravlje-
nja. V vecini centrov za ablacijo IRE iz-
berejo bolnike, pri katerih so dosedanje
metode zdravljenja odpovedale ali pa
kako drugace niso primerne. Bolniki, ki
sestavljajo vzorec, na katerem so testira-
li uspeh ablacije IRE, so tako pogosto ze
prejeli ve¢ sistemskih kemoterapij, ima-
jo ponavljajoce se bolezni ali tumorje na
tezko dosegljivih mestih. Pri primerjavi
z ostalimi uveljavljenimi ablacijskimi
tehnikami se moramo zato zavedati pri-
stranskosti v $kodo ablaciji IRE. Poleg
tega trenutno Se ni uveljavljenih stan-
dardiziranih protokolov za ablacijo IRE,
kar vodi do velike variabilnosti med $tu-
dijami glede uporabljenega Stevila elek-
trod, $tevila in trajanje pulzov, velikosti
tarénega podrocja itd. Nekonsistentnost
v protokolih lahko negativno vpliva na
izid zdravljenja, povecuje tveganje za
bolnike in zato otezuje nadaljnji razvoj.
Objava prvih standardiziranih protoko-
lov zdravljenja z elektrokemoterapijo leta
2006 (75) je npr. moc¢no pospesila razvoj
in uvajanje elektrokemoterapije kot no-
ve metode zdravljenja primarnih in se-
kundarnih tumorjev v klini¢no prakso.
Poenotenje protokolov zdravljenja v raz-
li¢nih klini¢nih centrih je razsirilo upo-
rabo elektrokemoterapije in prispevalo
k novemu znanju, zato je leta 2018 izdla
nova, posodobljena in razdirjena verzija
standardiziranih protokolov (76). Uvaja-
nje podobnih standardiziranih protoko-
lov za ablacijo z ireverzibilno elektropo-
racijo bi povecalo ponovljivost raziskav
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in omogocilo lazje ovrednotenje klini¢ne
vrednosti te nove ablacijske metode.

4 Zakljucek

Ireverzibilna elektroporacija je alter-
nativnha metoda termi¢nim ablacijskim
tehnikam, kot so radiofrekven¢na abla-
cija, ablacija z mikrovalovi in krioablaci-
ja, saj njen mehanizem unicevanja celic
ni odvisen od temperature v tkivu. Prav
zaradi pretezno netermic¢nega meha-
nizma delovanja je $e posebej zanimiva
za uporabo v organih in na anatomskih
mestih, kjer termicne poskodbe okoli-
$kega tkiva niso sprejemljive. Stevilne
klini¢ne $tudije so pokazale uspe$nost
in varnost ireverzibilne elektroporaci-
je v razli¢nih tkivih/organih, in sicer za
odstranjevanje globlje lezec¢ih tumorjev
v jetrih, ledvicah, trebusni slinavki in
prostati, nekoliko novejse predklini¢ne
raziskave pa tudi za izolacijo plju¢nih
ven pri zdravljenju AF. Glavne smernice
za prihodnost narekujejo razvoj standar-
diziranih protokolov za ablacijo globlje
leze¢ih tumorjev ter razvoj in validacija
orodja za nacrtovanje zdravljenja pred
operacijo. Standardiziranje neposredne-
ga kazalca tehni¢ne uspesnosti ablacije
IRE je eden klju¢nih izzivov pri uvaja-
nju te nove obetavne ablacijske metode
v klini¢no okolje. Kljub izzivom, ki jih je
treba premostiti, je ireverzibilna elektro-
poracija obetavna nova metoda ablacije
mehkih tkiv. V prihodnosti lahko tako z
gotovostjo pricakujemo nadaljnji razvoj
in uporabo ireverzibilne elektroporacije
v razli¢nih vejah medicine.
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