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Povzetek. Izpostavitev bioloskih celic elektricnemu polju visoke jakosti lahko povzroéi elektroporacijo celi¢nih
membran, to je nastanek prevodnih poti med celi¢no notranjostjo in zunanjostjo. Elektroporacija se uporablja za
transport razli¢nih molekul preko celicne membrane (reverzibilna elektroporacija) ali pa za ubijanje celic
(ireverzibilna elektroporacija), kar je mogoce uporabljati tudi za ablacijo bioloskih tkiv. Glavna prednost
ireverzibilne elektroporacije pred drugimi ablacijskimi metodami je v njenem netermi¢nem ucinkovanju in
posledicno hitrejsi regeneraciji tkiva. Da bi bila ablacija z ireverzibilno elektroporacijo u¢inkovita, je treba pred
operativnim postopkom natanc¢no dolo€iti poloZaje posameznih elektrod glede na ciljno tkivo in napetosti med
posameznimi elektrodami. V prispevku predstavljamo postopek za numericno nacrtovanje ireverzibilne
elektroporacije na podlagi sekven¢nega modela elektroporacije in numeri¢ne optimizacije z genetskim
algoritmom. Segrevanje tkiva med dovajanjem elektri¢nih pulzov med optimizacijo je mogoce zniZati s
penalizacijo vi§jih temperatur v optimizacijski kriterijski funkciji. Ugotovili smo, da optimizacije parametrov
elektroporacije ni mogoce izvesti v Casu, potrebnem za nacrtovanje zdravljenja na kliniki, ¢e je v optimizacijo
vkljuen natancen izracun segrevanja tkiva med dovajanjem pulzov. Namesto tega predlagamo postopek
optimizacije, pri katerem je segrevanje med optimizacijo zgolj konservativno ocenjeno, medtem ko se natancen
izraCun izvede le tedaj, ko konservativna ocena sprememb temperature nakazuje moZnost termi¢nih poskodb

tkiva.
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Tissue heating during tumor ablation with irreversible
electroporation
Exposing biological cells to sufficiently strong external
electric fields causes electroporation of cell membranes, i.e.
occurrence of transient or permanent permeable pathways
between the interior and exterior of the cell. Electroporation
can be used to introduce various molecules into cells
(reversible electroporation) or to kill cells (irreversible
electroporation), which can in turn be used for tissue ablation.
The main advantages of irreversible electroporation over other
ablation techniques are its non-thermal nature and
consequently fast tissue regeneration. For efficient tissue
ablation that utilizes its non-thermal nature it is therefore
crucial that an adequate electric field distribution is achieved
in the target tissue and that the temperature inside the tissue
stays below the thermal damage thresholds. This can be
achieved by careful positioning of the electrodes with respect
to the target tissue and an appropriate choice of the number,
duration and amplitude of electric pulses applied during the
treatment. We present a treatment planning procedure for
planning irreversible electroporation for cancer ablation that
uses a sequential model of electroporation and a genetic
algorithm-based optimization procedure. We show that it is
possible to reduce tissue heating during the optimization
procedure by penalizing higher temperatures in the objective
function. We also show that optimization of electroporation
parameters takes too much time when an accurate calculation
of the temperature distribution is performed for each set of
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parameters. Instead, we propose that heating during electric
pulse delivery is only conservatively estimated in the
optimization procedure, while an accurate calculation is
performed only when the conservative estimate implies the
possibility of thermal damage.

1 Uvop

Ce biologko celico izpostavimo  zunanjemu
elektricnemu polju dovolj visoke jakosti, pride v celi¢ni
membrani do strukturnih sprememb, ki omogocajo
transport snovi skozi membrano. Elektroporacijo, kot se
pojav imenuje, je mogoce nadzorovati s primerno izbiro
parametrov elektriénih pulzov [1]. Elektri¢ni pulzi
niZjih napetosti celico elektroporirajo le zacasno, tako
da se po preteku nekaj minut celiéna membrana zaceli,
celicne funkcije pa se povrnejo v fizioloSko stanje [2].
Ta pojav se imenuje reverzibilna elektroporacija in ga
ve€inoma uporabljamo za vnos snovi v celice [3-5].
Elektricni pulzi vi§jih napetosti pa povzrocijo
ireverzibilno elektroporacijo, ki vodi v celi¢no smrt [6].
V zadnjih letih so priceli ireverzibilno elektroporacijo
uporabljati v medicini za ablacijo tkiva [7]. Njena
glavna prednost pred drugimi ablacijskimi metodami je
njeno netermi¢no ucinkovanje, saj smrt celic namesto
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visokih ali nizkih temperatur, kot pri vecini ostalih
ablacijskih metod, povzroc¢i lokalno elektricno polje.
Tako se proteini v ekstracelularnem matriksu ohranijo, s
tem pa se pospesi regeneracija tkiva [6].

Za uspe$no ablacijo ciljnega tkiva z ireverzibilno
elektroporacijo je potrebno v tkivu doseci elektricno
polje dovolj visoke jakosti. To je mo¢ zagotoviti z
numeri¢nim nacrtovanjem zdravljenja, kot smo Ze
prikazali v dosedanjih raziskavah na primeru
elektrokemoterapije globoko leZe¢ega tumorja [8,9]. S
kombinacijo analize medicinskih slik, gradnje
anatomsko-realisti¢éne geometrije, numeri¢nih izra¢unov
porazdelitve elektriCnega polja in optimizacije je
mogoce izraCunati optimalne poloZaje posameznih
elektrod in napetosti med njimi, ki bodo vodile do
uspes$ne (reverzibilne ali ireverzibilne) elektroporacije
tkiva. Pri ablaciji z ireverzibilno elektroporacijo je poleg
jakosti elektri¢nega polja v tkivu potrebno upostevati
tudi segrevanje tkiva zaradi Joulskih izgub, saj se v
primeru termi¢ne smrti celic in denaturizacije
ekstracelularnih proteinov izgubijo prednosti
ireverzibilne elektroporacije pred ostalimi ablacijskimi
metodami. V ta namen smo v na§ postopek za
nacrtovanje zdravljenja za elektrokemoterapijo [8,9]
dodali Se izracun Joulskega segrevanja zaradi
izpostavitve tkiva zunanjemu elektricnemu polju.
Preverili smo, kolikSno segrevanje tkiva povzrocajo
elektri¢ni pulzi, ki se trenutno uporabljajo pri ablaciji z
ireverzibilno elektroporacijo in preverili trajanje

optimizacijskega postopka, v katerem bolj ali manj
natan¢no racunamo segrevanje tkiva med ireverzibilno
elektroporacijo. Ob tem smo predlagali poenostavitev
skrajSa  Cas

izrauna segrevanja, ki  bistveno

optimizacije.

Slika 1: Geometrija tkiva za optimizacijo z ireverzibilno
elektroporacijo: Sest elektrod, postavljenih v dveh vrstah v
okolico sredinsko postavljenega tumorja. Desno od tumorja je
krogla, ki pomeni kriti¢no tkivo, v katerem elektricna poljska
jakost ne sme preseci praga ireverzibilne elektroporacije.

2 METODE

Vse izraCune v raziskavi smo opravili na realni
geometriji podkoZnega tumorja, v okolico katerega so
bile vstavljene igelne elektrode (Slika 1) [10]. V bliZino
tumorja smo postavili tkivo krogelne oblike, ki
predstavlja kriti¢no tkivo, v katerem elektri¢no polje ne
sme preseci praga ireverzibilne elektroporacije [11]. V
praksi bi tkivo lahko predstavljajo pomembnejSe Zivce
ali pa sréno miSico.

Za numeri¢no racunanje smo uporabili paket za
reSevanje diferencialnih enacb z metodo kon¢nih
elementov Comsol Multiphysics 3.5a (COMSOL AB,

Svedska). Porazdelitev elektrinega potenciala v
geometriji smo iskali z reSevanjem Laplaceove
diferencialne enacbe:

V.(o-VV)=0, 6

kjer je o elektricna prevodnost tkiva in V elektri¢ni
potencial. Pri tem smo uporabili sledece robne pogoje:
1) konstanten elektri¢ni potencial na aktivnih elektrodah

V=k 2)
in 2) elektri¢no izolacijo
n-(J,—J,)=0 (3)

na vseh zunanjih robnih ploskvah geometrije.

Za matemati¢ni model elektroporacije smo izbrali t.i.
sekvencni model, ki upoSteva spreminjanje elektri¢ne
prevodnosti med elektroporacijo — prevodnost tako
postane funkcija elektri€énega polja [12,13]:

O'(E):EO—Z;GI-E+GI, &)

kjer sta o, oziroma o, elektricna prevodnost ne-
elektroporiranega oziroma elektroporiranega tkiva, E,,,

oziroma E;, pa pragova reverzibilne oziroma
ireverzibilne elektroporacije.
Visokonapetostni elektricni pulzi poleg

elektroporacije v bioloskih tkivih povzrocajo tudi
segrevanje. Segrevanje tkiv zaradi elektri¢nih pulzov
smo opisali s Pennesovo biotoplotno enacbo [14]:

oT
pca =V-(kVT)-p,c,w,(T-T,)+Q, +Q. (5

kjer je T temperatura, p gostota tkiva, ¢ toplotna
kapaciteta tkiva, p,, ¢, w, in T, gostota, toplotna
kapaciteta, pretok in temperatura krvi (v tem zaporedju),
k toplotna prevodnost tkiva, Q, toplota v tkivu, ki
nastane z metabolizmom, in Q toplota v tkivu, ki
nastane zaradi zunanjih virov, v naSem primeru Joulskih
izgub zaradi izpostavitve tkiva zunanjemu elektricnemu
polju. Vrednosti posameznih parametrov v enacbi (4) in
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enacbi (5) so bile pridobljene iz znanstvene literature in
so zapisane v Tabeli 1 [12, 15].

Tabela 1: Parametri uporabljeni pri izraCunu porazdelitve
elektri¢nega polja in porazdelitve temperature z enacbami (1),
(4) in (5) med dovajanjem elektri¢nih pulzov pri ireverzibilni
elektroporaciji. UpoStevani toplotni parametri so bili enaki za
vsa tkiva, med tem ko smo pri elektroporacijskih parametrih
upostevali razli¢ne vrednosti za tumor in druga tkiva.

Parameter Vrednost
jfumor 0.2 S/m
""" 0.8 S/m
o, 0.1 S/m
o, 0.4 S/m
E," T 400 V/cm
E, """ 900 V/cm
E,, "5 200 V/em
E,, e 800 V/cm
p 1050 kg/m’
c 3600 J/(kg-K)
k 0.51 W/(m-K)
Db 1060 kg/m’
C 3600 J/(kg-K)
W 0.0044 5!
T, 37 °C
O 420 W/m’®

Slika 2 prikazuje izraun porazdelitve temperature z
enacbo (5) po koncu zadnjega elektrinega pulza, za
50x100 ps elektri¢nih pulzov amplitude 500 V.

Za hitrejSo oceno dviga temperature v tkivu smo
namesto enacbe (5) uporabili enacbo (6), ki upoSteva
zgolj elektriéni tok kot toplotni vir, medtem ko
zanemari prevajanje toplote, odvajanje toplote preko
krvnega pretoka in metabolizem:

2
AT = oL~ Nt ’ ©

pc

kjer je N Stevilo elektri¢nih pulzov in ¢ trajanje pulzov,
o, p in ¢ pa so definirane Ze v enacbi (5). Izracun
segrevanja z enacbo (6) da visje temperature kot izracun
z enacbo (5), zato je mogoce enacbo (6) uporabiti kot
konservativno oceno segrevanja med ireverzibilno
elektroporacijo.

Za hitrejSo oceno dviga temperature v tkivu smo
namesto enacbe (5) uporabili enacbo (6), ki uposteva
zgolj elektriéni tok kot toplotni vir, medtem ko
zanemari prevajanje toplote, odvajanje toplote preko
krvnega pretoka in metabolizem:

2
AT = oL~ Nt ’ ©

pc
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N o
37 375 38 385 39

Slika 2: Porazdelitev temperature po 50x100 ps elektri¢nih
pulzih amplitude 500 V, izra¢unano z enacbo (5). Najvisja
temperatura, doseZena blizu elektrod, je bila 38,1 °C (311,1
K), medtem ko je temperatura v sredi§¢u tumorja dosegla 39,3
°C (312,3 K).

kjer je N Stevilo elektri¢nih pulzov in ¢ trajanje pulzov,
o, p in ¢ pa so definirane Ze v enacbi (5). Izracun
segrevanja z enacbo (6) da vije temperature kot izracun
z enacbo (5), zato je mogoce enacbo (6) uporabiti kot
konservativno oceno segrevanja med ireverzibilno
elektroporacijo.

Slika 3 prikazuje izraun porazdelitve temperature z
enacbo (6) po zakljucku elektroporacije za 50x100 us
elektri¢nih pulzov amplitude 500 V.

Za optimizacijo poloZajev elektrod in napetosti med
njimi smo uporabili genetski algoritem [16].
Uporabljena kriterijska funkcija je kot vhod sprejela
porazdelitev elektriénega polja v tkivu, kot izhod pa
dala vrednost kriterija. Zaetno populacijo reSitev smo
dolocili nakljuéno, pri tem pa smo upostevali naslednje
omejitve: nabor sprejemljivih razdalj med vrstama
elektrod, globin vstavljanja elektrod in napetosti med
vrstama elektrod. ReSitve so se iz generacije v

generacijo razmnoZzevale zZ verjetnostmi
proporcionalnimi  vrednostim  njihovih  kriterijskih
funkcij:

F= ZaiEiirr - ijEi{r - ijErjev -2 difTij ’ O

kjer so a;, bj, c; in d;; utezi, ki kaZejo pomen posameznih
faktorjev za ucinkovito ireverzibilno elektroporacijo. Ti
faktorji so pokritost tumorja (ciljnega tkiva) () in drugih
tkiv (') z elektri¢nim poljem nad pragom reverzibilne
E,., ali ireverzibilne elektroporacije E;, in doseZena
temperatura v tkivu 7.



SEGREVANIE TKIVA MED ABLACIJO TUMORJEV Z IREVERZIBILNO ELEKTROPORACIJO 45

@ -

ohofe

N o
37 42 47 52 57

Slika 3: Porazdelitev temperature po 50100 ps elektri¢nih
pulzih amplitude 500 V, izra¢unano z enacbo (6). Najvisja
temperatura, doseZena blizu elektrod, je bila 67,3 °C (340,3
K), medtem ko je temperatura v srediS¢u tumorja dosegla 43,2
°C (316,2 K).

Tabela 2: Parametri, uporabljeni v genetskem algoritmu in
kriterijski funkciji

Parameter Vrednost
a; 100
b; 20
Cj 2
d; 10
p 0.25
P, 04
Poross 0.6

Nove resitve, ki sestavljajo nove populacije reSitev,
so nastale iz prej$njih reSitev z operacijama kriZanja
(enacba (8)) in mutacije (enacba (9)), ki sta izbrani z
vnaprej doloCenima verjetnostma P, in P,.g:

Zm=¢ X +(l-¢) y; eiG[O,l] ®)

g =X+ [ fie[_p’P]’ 9

kjer so z;,; reSitve v naslednji generaciji, x; in y;
reSitve v predhodni generaciji, e; in f; pa naklju¢no
izbrane uteZi iz zgoraj navedenih intervalov. Tabela 2
prikazuje parametre genetskega algoritma, uporabljene
v Studiji.

3 REZULTATI

V prvem delu Studije smo opravili nekaj izracunov
dviga temperature v tkivu med ireverzibilno
elektroporacijo z uporabo enacbe (5). Ker je izracun
posamezne porazdelitve temperature trajal ve¢ minut, iz
prejSnjih §tudij pa smo potrebno Stevilo izraunov v
optimizacijskih postopkih elektroporacije ocenili na vsaj
nekaj tiso¢ [8], smo ocenili, da bi celoten optimizacijski
postopek lahko trajal ve¢ dni ali celo tednov. Ker je
treba nacrt zdravljenja v kliniénem okolju zagotoviti
¢im prej, smo se odlocili temperaturno porazdelitev
izraunati na drug nacin, ki pa bi bil Se vedno dovolj
natanc¢en, a veliko hitrej§i od postopka izracuna z
enacbo (5).

Odlocili smo se za preizkus postopka »screening,
pri katerem smo za izraun porazdelitve temperature
uporabili konservativni pribliZzek (enacba (6)), medtem
ko smo enacbo (5) uporabili samo v primerih, ko je
rezultat priblizka nakazoval ¢ezmerno segrevanje tkiva
— v naSem primeru najvi§jo temperaturo nad 50 °C.
Tako smo enacbo (5) uporabili samo pri 12 % vseh
izraCunov v optimizaciji, skupen cas raCunanja pa smo
skrajSali na 29 ur — cas, ki bi bil sprejemljiv za
nacrtovanje v kliniénem okolju. Po kon€ani optimizaciji
smo primernost nacrta zdravljenja verificirali z enacbo
(5). Primerjava nacrtov zdravljenja, pridobljenih z
osnovnim postopkom in s postopkom »screening«
(optimizacija z uporabo enacbe (5) je bila izvedena
zgolj zaradi te primerjave — trajala je 11 dni) je
pokazala, da se med seboj bistveno ne razlikujeta
(tabela 3).

Tabela 3: Primerjava rezultatov nacrtovanja zdravljenja z
ireverzibilno elektroporacijo za osnovni in »screening«
postopek: primerjani so volumen ireverzibilno
elektroporariranega tumorja (') in kriticnega tkiva () ter
maksimalna temperature v tkivu.

Postopek  Ein() [%]  Ein() [%]  Tumu [°C]
Osnovni 100 0,05 39,3
»Screening« 100 0,09 39,3

Slika 4 prikazuje, kako se temperatura v okolici
elektrod in v srediS¢u tumorja spreminja med
dovajanjem elektricnih pulzov (za izracun je bila
uporabljena enacba (5)). Pri tem smo uporabili
optimalne parametre, kot so bili doloceni z optimizacijo
in postopkom »screening«, pri ¢emer se rezultati brez
uporabe postopka »screening« niso bistveno razlikovali.
Iz slike 4 je razvidno, da se zaradi visoke toplotne
prevodnosti elektrod, ki delujejo kot toplotni ponor,
med zaporednima elektricnima pulzoma temperatura v
okolici elektrod moc¢no zniZa, medtem ko je ta
sprememba v tumorju veliko manjSa. Zato je
temperature po zakljuc¢ku zadnjega pulza v tumorju
vi§ja kot v okolici elektrod.
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Slika 4: Temperatura v srediS¢u tumorja in poleg ene izmed
elektrod med 50 100 us elektricnimi pulzi amplitude 500 V,
izraCunano z enacbo (5). Najvi§ja temperatura, doseZena blizu
elektrod, je bila 39,1 °C (312,1 K), medtem ko je temperatura
v srediS¢u tumorja dosegla 39,3 °C (312,3 K).

4 RAZPRAVA

Ker je netermi¢no unicenje celic ena najpomembnejSih
lastnosti ireverzibilne elektroporacije za ablacijo tkiva,
smo v postopek za nacrtovanje zdravljenja pri
medicinski uporabi elektroporacije [8], ki smo ga razvili
za elektrokemoterapijo, dodali izracun porazdelitve
temperature med dovajanjem elektri¢nih pulzov.

Optimizacija skupaj z natanénim izraunom
porazdelitve temperature (enacba (5)) je trajala
predolgo, zato smo poskusili s poenostavitvijo izratuna
porazdelitve temperature (enacba (6)), ki je bila manj
tocna, a je bil njen izracun veliko hitrejSi. Rezultati
kaZzejo, da se kakovost nacrta zdravljenja zaradi
uporabljene poenostavitve racunanja ni bistveno
spremenila, medtem ko se je ¢as, potreben za pridobitev
nacrta, mo¢no skrajSal, iz 11 dni na 29 ur. Ocenjujemo,
da bi bilo racunanje porazdelitve temperature v tkivu z
enacbo (5) potrebno zgolj, ¢e bi v prihodnosti zaceli za
ablacijo uporabljati ve¢ pulzov vi§jih napetosti ali pa
vi§je ponavljalne frekvence. Ob uporabi trenutnih
parametrov elektricnih pulzov pa je predstavljen
postopek za nacrtovanje ablacije z ireverzibilno
elektroporacijo povsem primeren za uporabo v klini¢nih
Studijah.

Pred nami so Ze v nekaj Studijah poskusali s pomocjo
numeri¢nega modeliranja oceniti dvig temperature v
tkivu med ablacijo z ireverzibilno elektroporacijo
[17,18]. Ugotovili so, da obstajajo »varni« parametri
elektricnih pulzov, ki ne povzro€ajo pretiranega
segrevanja tkiva. A ker te Studije niso upoStevale
sprememb prevodnosti, ki so posledica elektroporacije
in ki dodatno povecajo segrevanje prek povecanja
elektricnega toka, ki tece skozi tkivo [19], smo njihove
izraCune ponovili, pri tem pa smo uporabili sekvencni
model elektroporacije, ki spremembo prevodnosti
uposteva. Na$i izraCuni dviga temperature v tkivu ob
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parametrih  elektri¢nih  pulzov, ki jih trenutno
uporabljajo v klini¢nih Studijah (50x100 ps elektricnih
pulzov, s ponavljalno frekvenco 1 Hz in razmerjem med
napetostjo in razdaljo med elektrodami priblizno 2000
V/cm) [20], so pokazali, da do pretiranega segrevanja
tkiva, ki bi povzroc¢ilo termi¢ne poSkodbe, med
ireverzibilno elektroporacijo ne pride, s Cimer smo
potrdili rezultate prej$njih Studij.

Predstavljeni postopek nacrtovanja zdravljenja raka z
ireverzibilno elektroporacijo je prvi primer numeri¢nega
nacrtovanja zdravljenja, namenjen klini¢nemu okolju. V
prihodnjih raziskavah bi bilo treba postopek validirati v
Studijah in vivo ireverzibilne elektroporacije ter nato
prek posvetovanj z uporabniki (zdravniki in kirurgi)
prilagoditi klini¢énim potrebam.
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