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Eksperimentel kraeftbehandling
med elektrokemoterapi, elektrokemoimmunterapi

og elektrogentransfektion

1. reserveleege Julie Gehl

Herlev Amtssygehus, Onkologisk Afdeling

Det er svaert nok at udtale elektroporation, og situationen er
ikke blevet nemmere efter elektrokemoterapi, elektrokemo-
immunterapi og nu elektrogentransfektion er kommet pa ba-
nen. Her folger en forklaring pa disse nye begreber i dansk
eksperimentel kraftbehandling.

Hvad er elektroporation?

En cellemembran har en vis elektrisk kapacitans. Ved elek-
troporation patrykkes et elektrisk felt udefra, si membranens
kapacitans overstiges, hvorved membranen midlertidigt desta-
biliseres og bliver permeabel (Figur 1). Elektroporation er en
reversibel proces, hvor cellemembranens integritet genskabes i
lebet af fa minutter. Elektroporation anvendes til at introducere

ioner, farvestoffer, farmaka, antistoffer, oligonukleotider, RNA
og DNA - kort sagt molekyler, der har det til feelles, at de van-
skeligt af sig selv finder vej over cellemembranen [1].

De elektriske pulser, som anvendes, kan elektronisk tilret-
tes til firkantede pulser. Dermed kan pulsamplituden uathzen-
gigt reguleres i forhold til pulsleengden. Dette har stor betyd-
ning, idet et storre omrade af cellemembranen permeabilise-
res ved hej amplitude, mens f.eks. DNA transporteres bedst
ved lange pulser [1]. Saledes anvendes hej amplitude, hvis ma-
let er influks af sm& molekyler (f.eks. kemoterapi), og en kom-
bination med elektroforetisk virkende pulser, hvis mélet er
gentransfektion. En pulsserie er afviklet i lobet af fa sekunder.
Typisk anvendes der til elektrokemoterapi otte pulser a 0,1 ms
med 1kV pr. cm (elektrisk spaending malt i V/afstand mellem
elektroder malt i cm), mens man ved DNA-transfektion an-
vender en enkelt permeabiliserende puls og derefter en elek-
troforetisk virkende puls pa f.eks. 0,4 s med 0,1 kV pr. cm.

Oftest anvendes der elektroder med en afstand pa under
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Figur 1. A: Nar et eksternt ap-
pliceret elektrisk felt overstiger
cellemembranens kapacitans,
treenger vand ind i lipidlaget,
og membranen bliver perme-
abel. Permeabiliseringen foregar
pa under et sekund, mens gen-
etablering af membranens in-
tegritet sker over minutter [1].
B: Illustration af elektroporation
af en celle. Til venstre for cel-
len ses den positive elektrode
og til hgjre den negative elek-
trode. Pa grund af cellens nega-
tive hvilepotentiale vil membra-
nen fgrst permeabiliseres ved
den cellepol, der vender mod
den positive elektrode, efterfgl-
gende (og i mindre omfang) ved
den pol, der vender mod den
negative elektrode. Det areal

af celleoverfladen, som perme-
abiliseres, er proportionalt med
pulsamplituden. C: En celle
permeabiliseret under tilste-
deveerelse af propidiumiodid,
elektroder placeret som vist

i billedet til venstre (fra [2],
figur fra [1], med tilladelse).
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Figur 2. Patient med dissemineret malignt melanom og ulcererende kutane metastaser i hovedbunden. Patienten havde gener i form af smerter og blgdning og fglte
sig i forhold til omgivelserne synligt stigmatiseret af sin kreeftsygdom. Patienten blev behandlet med pallierende elektrokemoterapi. Der er givet en enkelt dosis in-
travengs bleomycin, og efterfglgende foretaget elektroporation. A: Fgr behandling. B: Fire uger efter behandling. Der ses skorpedannelse, der persisterer i flere uger.
Der anes spor efter nalene, idet dele af elektroden har veeret placeret i normalveev for at fa hele tumorperiferien med. C: Seks maneder efter behandling. Anvendelse
af elektrokemoterapi til ulcererende kutane metastaser er tidligere beskrevet i [4].

1 cm. Til gengeeld tager en enkelt puls-sekvens fa sekunder, og
elektroderne kan flyttes, s et storre omrade kan behandles.
Der anvendes enten pladeelektroder, der trykkes ned over
behandlingsomradet, eller nileelektroder, som stikkes ned i tu-
moren. Ved de elektriske pulser opstar der en kortvarig kon-
traktion af den underliggende muskulatur. For at undga smerte i
forbindelse med pulserne skal indgrebet forega i lokalanzaestesi.

Klinisk anvendelse af elektroporation

P& nuvaerende tidspunkt arbejdes der med elektroporation til
klinisk anvendelse pa Onkologisk Afdeling, Amtssygehuset i
Herlev, som det eneste sted i landet. Nedenstiende behand-
lingstilbud foregar i dette regi.

Elektrokemoterapi
Ved elektrokemoterapi forstds brug af elektroporation til at oge
den intracellulzere koncentration af kemoterapi [3]. Typisk an-

vendes der bleomycin, der er et relativt stort, hydrofilt og ladet
molekyle, som under normale omsteendigheder kun vanskeligt
passerer cellemembranen. Det virker til gengzeld meget effek-
tivt, nar det kommer ind: Hvert molekyle kan som et enzym
foretage 10-15 DNA-strengsbrud [3]. Ved elektroporation ages
cytotoksiciteten 300-700 gange, og derfor kan elektrokemote-
rapi i princippet bruges som engangsbehandling. Ogsa cisplatin
og carboplatin kan anvendes, mens toksiciteten af lipofile stof-
fer som f.eks. daunorubicin ikke eges, idet disse stoffer let kom-
mer over den intakte cellemembran.

Til lokal behandling af generende kutane og subkutane
tumorer kan elektrokemoterapi vaere et behandlingsalternativ
(Figur 2). Man udnytter her, at man i et lokalt omride, der er
begraenset af elektrodernes placering, kan oge kemoterapiens
cytotoksiske virkning flere hundrede gange. Da egningen i cy-
totoksicitet er sa udtalt, virker behandlingen ogsa ved kreeft-
sygdomme, der under normale omstendigheder ikke respon-
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derer pa kemoterapi, og hos patienter, hvor man har afstaet
fra yderligere kemoterapi som folge af behandlingssvigt. Elek-
trokemoterapi kan ogsé anvendes i omrader, hvor der tidli-
gere er givet strilebehandling.

Intravenes bleomycin i vanlig dosering har begrensede
bivirkninger, til gengzeld kan patienten lokalt i det omrade,
hvor der udferes elektroporation, opnd komplet remission af
tumorer ved en engangsbehandling. I tidligere studier er der
beskrevet komplette remissionsrater (af lokale tumorer) ved
engangsbehandling pa op til 90% [3].

P4 nuvaerende tidspunkt pagar der en protokolleret under-
sogelse, hvor pallierende elektrokemoterapi tilbydes til patien-
ter med en hvilken som helst cancerdiagnose og generende ku-
tane/subkutane metastaser pa op til 3 cm i storrelse. Patienterne
far bleomycin enten intratumoralt eller intravenest. Behandlin-
gen foregar ambulant og i lokalanzstesi. Skal mange kutane
metastaser behandles, kan man dog overveje en kortvarig uni-
versel anaestesi af hensyn til den totale indgift af lokalanzesteti-
kum. I og med at der i princippet er tale om en engangskemote-
rapi, vil dette kunne forsvares ogsa i palliativt sjemed.

Undersogelsen er et led i et europzisk projekt, finansieret
via EU’s femte rammeprogram, hvor op til 200 patienter tilby-
des behandling med elektrokemoterapi som palliation for ku-
tane/subkutane metastaser. Som et led i projektet skal der ud-
arbejdes fzelles retningslinjer for klinisk anvendelse af elektro-
kemoterapi og uddannelsesprogram for europziske lzeger, der
onsker at leere at anvende teknikken.

Elektrokemoimmunterapi

Elektrokemoimmunterapi er anvendelsen af elektrokemote-
rapi til at skabe et tumorlysat i patienten med henblik p& an-
vendelse i immunologisk behandling. Bleomycin injiceres di-
rekte intratumoralt og efterfolgende elektroporeres der. Dette
forer til et omgaende celledrab af i princippet samtlige tumor-
celler i metastasen. Hensigten er, at elektrokemoterapiomra-
det skal fungere: 1) som et »faresignal«, som kan fore til akti-
vering af immunsystemet, og 2) vil kunne fungere som en vac-
cination, idet der vil kunne optages talrige antigener fra de
draebte tumorceller til brug for immunsystemets genkendelse
af de maligne celler andre steder i organismen.

I en nyligt afsluttet protokolleret undersogelse med patien-
ter med dissemineret malignt melanom behandledes op til
fem kutane/subkutane metastaser med elektrokemoterapi.
Herefter stimuleredes immunsystemet med lavdosis inter-
leukin 2 indsprejtet omkring behandlingsomridet daglig i de
folgende tre uger. Patienterne fik interleukin 2-sprejter til selv-
administration og blev set til kontrol en gang ugentlig.

Teorien bag undersogelsen er, at de antigener, som przsen-
teres for immunsystemet ved den pludselige ded af cancercel-
ler i et lokaliseret omréde, kan give anledning til et immunre-
spons, som ved yderligere stimulation med interleukin-2 kan
give anledning til et generelt immunrespons, der igen kan re-
sultere i en systemisk antineoplastisk effekt. I samarbejde med
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Tumor Immunologisk Forskningsgruppe pa Kreftens Be-
keempelse er den immunologiske funktion af perifert cirkule-
rende lymfocytter og lymfocytter isoleret fra biopsier fra
patienter i behandling blevet undersogt. Resultaterne viser, at
der under behandling opstar kloner af T-lymfocytter, der gen-
kender melanom-antigener, og i en biopsi fra en responde-
rende patient er T-lymfocytter fra en nyinduceret melanom-
specifik klon identificeret [5].

Der blev behandlet 36 patienter med dissemineret malignt
melanom, heraf har fire haft et systemisk respons (en komplet
remission og tre partielle). Bivirkningerne ved behandlingen
er begrensede, og der er ikke behov for indleeggelse under be-
handling.

Elektrogentransfektion

Ved elektrogentransfektion anvendes de elektriske pulser
bade til at destabilisere membranen og til at udeve en elektro-
foretisk effekt pa det steerkt negativt ladede DNA. Saledes vil
DNA transporteres mod den positive elektrode og kan pas-
sere en cellemembran, sifremt denne er gjort permeabel [1].

Der har veret store forhdbninger til virusbaseret genterapi,
men denne behandlingsstrategi har i klinisk praksis vist sig at
veare problematisk, blandt andet som folge af uenskede im-
munologiske reaktioner pa virus [6]. Der er derfor nu betyde-
lig interesse i at forsoge at komme videre med gen-terapi uden
brug af virus. Elektroporation er en af flere mulige metoder til
nonviral transfektion.

Ved elektroporation integreres det transfekterede gen ikke
i veertscellens genom, men udtrykkes alligevel. Ved cellede-
ling vil det overforte DNA dog ikke replikeres. Derfor vil eks-
pression ved transfektion til vaev med hurtig omsztning af
celler, f.eks. tumorveev, vere kortvarig. Til gengzld kan man
ved transfektion til muskelvaeev opnd meget langvarig ekspres-
sion af et overfort gen, idet myocytter har lang levetid [7].
Elektrogentransfektion er i dyreeksperimentelle studier pavist
at veere effektiv i en lang reekke vaev: hjerne, hjerte, lunge,
lever, hud, skeletmuskulatur og en rakke tumorer [1]. Ved
transfektion af blot en mindre mangde muskelvaev kan der
opnas terapeutiske niveauer af proteiner, som f.eks. erytropoi-
etin (EPO) eller antiangiogenetiske faktorer [8]. Ved placerin-
gen af elektroderne kan man ganske pracist beslutte, hvilket
vav der skal transfekteres, og hvor stort et omrade man on-
sker at transfektere.

P4 Onkologisk Afdeling, Amtssygehuset i Herlev padbe-
gyndes nu et klinisk forsog med elektrogentransfektion til
kutane/subkutane tumorer hos kreftpatienter. Der vil i dette
forste forsog veere tale om et markergen uden terapeutisk
betydning transfekteret til patienter, som i forvejen har fiet
planlagt kirurgisk fjernelse af de tumorer, som transfekteres.
Det er habet pa leengere sigt at bane vej for anvendelse af elek-
trogentransfektion til brug for terapeutiske gener.

Der er flere mulige fremtidige anvendelser af elektrogen-
transfektion. For det forste kan man overveje transfektion til
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muskelvev med henblik pa produktion af protein, f.eks.
erytropoietin eller en antiangiogenetisk faktor. For det andet
kan man overveje transfektion til tumorer med henblik pa at
stimulere et immunologisk respons eller for at hemme tumor-
veakst lokalt. I forskningsejemed vil teknikken tillige kunne
anvendes til at afprove hypoteser, idet man efter transfektion
af kutane tumorer vil kunne vurdere effekten af nye behand-
lingsstrategier. Et nyt kapitel afledt af ovenstdende abner sig,
nar det geelder intervention med oligonukleotider og antisense
RNA. Her forseger man at hemme gener, der udtrykkes i
f.eks. cancerceller ved hjelp af molekyler, der specifikt haem-
mer ekspressionen af det uenskede gen, f.eks. et onkogen [9].
Endelig vil man kunne overveje elektrogentransfektion
til vaccinationsbrug [10], f.eks. ved transfektion til hud eller
tumorvaev. Vaccination ved denne metode ville i princippet
ogsa kunne bruges ved nonmaligne sygdomme, og et serligt
perspektiv er, at DNA er et meget stabilt molekyle, hvorfor
metoden vil veere velegnet til vaccination i omrader af ver-
den, hvor opbevaring af vacciner under kelige forhold kan
vere et vanskeligt problem.

Konklusion

Elektroporation anvendes allerede nu som led i eksperimentel
kreftbehandling, dels til behandling af lokale tumorer, dels
som led i immunoterapi. Elektroporation kan fremover fa
betydning som led i anvendelse af molekylarbiologiske be-
handlingsstrategier. Endvidere vil teknikken muligvis kunne
udvikles til brug hos patienter med ikkemaligne sygdomme,
f.eks. syndromer med manglende produktion af specifikke
proteiner. Endelig vil vaccination ved hjelp af elektropora-
tion kunne fa betydning ved kreftbehandling, men ogs i en
rekke andre sammenhzange.
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