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Izvleéek

Zdravljenje tumorjev s kombinacijo obsevanja in elektrokemoterapijo ali genskim elektroprenosom
razli¢nih plazmidov, ki nosijo zapis za antiangiogene molekule ali interlevkin 12 je uspesen pristop
zdravljenja, ki ima potencial za translacijo v klini¢ne $tudije.
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Uvod

Radioterapija je eden od temeljih terapevtskih nadinov zdravljenja raka. Celice po
obsevanju umirajo zaradi poskodb DNA, tako tumorske kot normalne celice. Povec¢ano
umirjanje tumorskih celic po obsevanju lahko dosezemo z radiosenzibilizacijo tumorskih
celic, kar pomeni, da pove¢amo njihovo obcutljivost na obsevanje. Radiosenzibilizacijo
tumorskih celic lahko dosezemo z dopolnilnim zdravljenjem z razli¢nimi kemoterapevtiki
ali pa imunomodulatornimi in antiagiogenimi pristopi.

Radiosenzibilizacija z elektrokemoterapijo s cisplatinom in bleomicinom

Elektrokemoterapija je lokalna terapija za zdravljenje tumorjev, kjer z uporabo
elektri¢nih pulzov, ki jih dovedemo na tumor, pove¢amo ucinkovitost protitumorskih
kemoterapevtikov bleomicina in cisplatina. Z aplikacijo elektriénih pulzov na
tumor povzroé¢imo elektroporacijo celi¢nih membran, kar vodi v njihovo povecano
permeabilnost in s tem je omogoden vstop povecane koli¢ine kemoterapevtika v celice in
posledi¢no njihovo vegje protitumorsko delovanje.

V nasih zacetnih raziskavah smo preucili kako povecan vnos cisplatina z elektroporacijo
vpliva na uc¢inek obsevanja na modelu raka dojke na misih. Tumorje smo obsevali
20 minut po elektrokemoterapiji z intravensko aplikacijo cisplatina in dosegli 92 %
popolnih odgovorov tumorjev, kar za 65 % ve¢ kot po samem obsevanju (1). Podoben
radiosenzibilirajo¢ ucinek elektrokemoterapije smo dosegli tudi na drugih tumorskih
celicah in modelih (2, 3). Na modelu fibrosarkoma, smo dolo¢ili faktor povecanja doze
(ang. dose enhancement factor), ki je bil 1,6, kar pomeni, da je bila doza obsevanja
pri kombinirani terapiji 1,6 x nizja kot pri samem obsevanju za enak terapevtski
ucinek (3). Se boljsi radiosenzibilirajoéi u¢inek kot elektrokemoterapija s cisplatinom
je imela elektrokemoterapija z bleomicinom, kjer smo na istem tumorskem modelu
fibrosarkoma ugotovili, da faktor povecanja kar 1,9; doza obsevanja, kjer kontroliramo

50 % tumorjev (TCD, doza) je bila pri kombinirani terapiji 12,4 Gy, pri samem



obsevanju pa 23,1 Gy (4).

Radiosenzibilizacija z elektrokemoterapijo z bleomicinom je bila signifikantna tudi
pri drugih tumorskih modelih in pri razli¢nih rezimih obsevanja (enkratnim in
frakcioniranim) (5). Izvedljivost in u¢inkovitost tovrstne terapije pa smo opisali tudi na
klini¢nem primeru koznih metastaz adenokarcinoma (6).

Radiosenzibilizacija z genskim elektroprenosom

Poleg kemoterapevtikov lahko protitumorsko ucinkovitost radioterapije povecamo
tudi z delovanjem na ne-tumorske celice v tumorskem mikrookolju. V nasih raziskavah
smo se osredotocaili na proucevanje radiosenzibilizacije z delovanjem na tumorsko Zilje
in na prirojen in pridobljen imunski odziv. Pri obeh na¢inih modulacije tumorskega
mikrookolja smo uporabili kot dostavni sistem za terapevtske molekule plazmidno
DNA, ki smo jo vnesli v celice s pomo¢jo elektroporacije. Za spodbujanje imunskega
odziva smo uporabili genski elektroprenos plazmidne DNA z zapisom za interlevkin
12 (IL-12) (7). Testirali smo dva pristopa kombinacije z obsevanjem, sistemski, kjer
smo genski elektroprenos izvedli v misico in s tem dosegli sistemsko izlo¢anje IL-12 in
lokalni, intracumorski. Kombinacija genskega elektroprenosa IL-12 v misico in obsevanja
je bila izjemno udinkovita terapija. Na modelu podkoznih tumorjev smo dosegli
100 % popolnih odgovorov v primeru fibrosarkoma LPB in 50 % popolnih odgovorov
v primeru fibrosarkoma SA-1. Na modelu plju¢nih metastaz fibrosarkoma SA-1 smo
s predhodno stimulacijo imunskega sistema prepredili rast plju¢nih metastaz; na ze
obstoje¢ih metastazah, pa smo dosegli faktor povec¢anja doze 1,3, kar pomeni, da je bila
za enak uc¢inek potrebna 1,3 nizZja doza sevanja kadar smo izvedli Se genski elektroprenos
IL-12 (8). Se boljsi protitumorski ucinek pa smo dosegli pri kombinaciji lokalnega
genskega elektroprenosa IL-12 in obsevanja. Na tumorskem modelu SA-1 je bil faktor
povecanja doze 2,1, ob enaki toksi¢nosti terapije, ki smo jo merili preko sprememb na
kozi v obsevalnem polju (9). Se bolj taréno terapijo pa lahko pri genskem elektroprenosu
dobimo tako, da spreminjamo dele plazmida, ki nosi zapis za terapevtski protein. V
primeru IL-12 smo testirali promotor gena za p21, za katerega je znano, da se aktivira
v prisotnosti poskodbe celice ali pa v, za celico, neugodnih pogojih (10). Uporaba
evkariontskega promotorja ima tudi prednost pred prokariontskimi ali virusnimi, saj se
le-ti v evkariontskih celicah epigenetsko utisajo (11).

Drugo podrodje raziskav zajema preucevanje terapij, ki ciljajo tumorsko Zilje in obsevanja.
Kot taréno molekulo smosiizbrali endoglin, ki se povecano izraza v tumorskih endotelnih
celicah ter, kadar je inhibirana signalna pot preko vaskularnega endotelijskega faktorja.
Za uti$anje izrazanja endoglina smo pripravili plazmidne DNA molekule z zapisom za
shRNA molekule proti endoglinu, ter uporabili promotor endotelina-1, ki je specifi¢en
za endotelijske celice. Na tumorskem modelu karcinoma dojke v misih TS/A smo
dokazali dober radiosenzibilirajo¢ u¢inek, ki se je histolosko kazal v zmanj$anem Stevilu
krvnih zil in proliferajo¢ih celic v tumorju, ter povec¢ano nekrozo, apoptozo in hipoksijo
(12). U¢inek na tumorsko zilje smo dokazali tudi na modelu dorzalnega okna, kjer smo
dokazali dobro korelacijo med povrsine Zil in tumorsko perfuzijo, ki smo jo merili z
lasersko Dopplersko preto¢no metrijo (13). Na pomembnost imunskega mikrookolja
in imuno fenotipa posameznega tumorskega modela pri testiranju novih terapij, smo
pokazali v $tudiji, kjer smo z enakih plazmidom, kot smo ga uporabili pri tumorskem
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modelu TS/A, testirali uspesnost na modelu melanoma B16F10, ki velja v primerjavi
s tumorskim modelom TS/A za bolj imunogenega. V kombinaciji z obsevanjem, se je
namre¢ pri tem tumorskem modelu izkazalo, da je za protitumorski ucinek dovolj
prisotnost plazmidne DNA v tumorskih celicah, ki sprozi kaskado imunskega odziva
preko citosolnih DNA senzorjev, saj smo Ze z genskim elektroprenosom plazmidne
DNA brez zapisa za terapevtsko molekulo dosegli enak protitumorski u¢inek (14).

Zakljucek

Kljub velikemu tehnoloskemu napredku na podro¢ju obsevalnih tehnik, se Se vedno is¢ejo
radiobioloski pristopi, kako izboljsati protitumorsko u¢inkovitost radioterapije ob enaki
stopnji poskodb normalnih tkiv. Tako elektrokemoterapija, kot genski elektroprenos
plazmidne DNA z zapisom IL-12 in shRNA proti endoglinu so se izkazale kot uspesne

terapije in primerne za translacijo v klini¢ne $tudije.
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