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ZGODOVINA RADIOBIOLOGIJE NA ONKOLOSKEM
INSTITUTU LJUBLJANA IN RAZVOJNE USMERITVE
ODDELKA ZA EKSPERIMENTALNO ONKOLOGIJO

Gregor Ser$a', Maja Cemazar’ in Primoz Strojan?

'Oddelek za eksperimentalno onkologijo, Onkoloski institut Ljubljana, Zaloska cesta 2, 1000 Ljubljana,
Slovenija

2 Oddelek za teleradioterapijo, Sektor za radioterapijo, Onkoloski institut Liubljana, Zaloska cesta 2, 1000
Ljubljana, Slovenija

Elektronski naslov: gsersa@onko-i.si

Institut in zacetki raziskovanja

Zacetki raziskovanja raka v Sloveniji segajo v leto 1920. Takrat je vodstvo bolnice v
Brezicah prevzel 35 letni Poljak dr. Josip Cholewa, kirurg z odlikovanjem Meistrovega
bojevnika za severno mejo in si tam uredil Laboratorij za eksperimentalno kancerologijo.
Svoje strokovne znance v heidelberskem Samaritanerhausu obvesti o ustanovitvi prvega
jugoslovanskega onkoloskega eksperimentalnega laboratorija.

Nadalje se leta 1937 z odlokom Dravske banovine ustanovi »Banovinski institut za
raziskovanje in zdravljenje novotvorb«. Njegov prvi predstojnik zavoda je bil takrat
ze doc. dr. Josip Cholewa. Verjetno je njegova strast po raziskovanju botrovala imenu
zavoda, da je v njem poudarjeno tudi raziskovanje. Zavod odpre vrata v letu 1938: kot
zapi$e doc. Cholewa » 1. julija odprem, pa magari s samo eno kahlico«.

Zacetki delovanja zavoda segajo predvsem na podro¢je obsevalnega zdravljenja bolnikov.
Ceprav ni zapisov, lahko upravi¢eno domnevamo, da je bilo verjetno raziskovalno delo
omejeno predvsem na podrodje radiobiologije.

Zanimivi so prvi zapiski o raziskovanju, neke vrste laboratorijski dnevnik, kot ga
uporabljamo danes (Slika 1).
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Slika 1. Zapiski doc. Josipa Cholewa o laboratorijskih Zivalih in tumorjih.
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Zametki Okoloskega instituta so bili vizionarski. Kot je kasneje zapisal prof. Stojan
Plesnicar, eden izmed njegovih direktorjev: »Prvo nacelo je bilo multidisciplinarnost v
zdravljenju rakavih bolezni. Ponovno spomnimo, daje pisalo leto 1938. Takrat je ta komaj
ustanovljeni Onkoloski zavod obsegal kirurgijo, ginekologijo, radioterapijo, patologijo
in raziskave«. Prav dosledno upostevanje in poudarjanje nalela interdisciplinarnosti
je skozi zgodovino Onkoloskemu institutu zagotavljalo samostojnost in omogocalo
njegovo rast in razvoj.

Razvoj radiobiologije na institutu

Radiobiloske raziskave so se kasneje institucionalizirale v Radiobioloskem laboratoriju,
ki ga je vodil prof. Janez Skrk. Izobrazeval se je v Birminghamu, v angliji, kjer je pridobil
tudi naziv M.Sc. Nekoliko kasneje je prof. Plesni¢ar ustanovil Imunoloski laboratorij,
kjer se je izvajalo tudi nekaj radiobioloskih raziskav.

Zgodovina se ponavlja. Imunoradioterapija je znana Se iz 80. let preteklega stoletja.
Takrat so bile zelo popularne raziskave kako z bakterijskimi pripravki potencirati
odgovor tumorjev na ionizirajo¢e sevanje. Uporabljali so pripravke kot so Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) in Cryptosporidium parvum (1). Take raziskave sta izvajala
prof. Stojan Plesnicar in prof. Zvonimir Rudolf. Kmalu za tem je sledilo obdobje
rekombinantnih proteinov. Tako je prof. Gregor Ser$a odsel v ZDA v M.D. Anderson
Hospital in pri prof. Luki Milasu izvedel raziskavo kombiniranega zdravljenja misjih
tumorjev s TNF-« in obsevanjem (2). Po vrnitvi v Slovenijo je iz te teme tudi doktoriral.
S podobnimi raziskavami, vendar na klini¢nem nivoju, se je ukvarjala prof. Berta Jereb, ki
je kombinirala IFN-y in obsevanje (3). Kasneje smo s tovrstnimi raziskavami nadaljevali,
seveda z naprednejso tehnologijo, vklju¢no z genskim zdravljenjem, kjer vnagamo v celico
zapise za razli¢ne citokine (4).

Radioterapevt prof. Marjan Budihna je bil eden pionirjev, ki je opisal in na originalen
na¢in izracunal koliko je potrebno dodati k celokupni dozi med frakcioniranim
obsevanjem zaradi pospesene repopulacije prezivelih tumorskih celic (5). Njegovo delo
predstavlja izjemno pomemben doprinos k razvoju klini¢ne radiobiologije. Raziskave
dejavnika ¢asa v radioterapiji je nadaljeval doc. Hotimir Les$nicar (6). Prof. Budihna
in doc. Lesnicar sta se intenzivno ukvarjala tudi s hipertermijo, ki je v 80. in 90. letih
predstavljala eno od pomembnejsih toris¢ radiobioloskih raziskav (7- 11).

Naslednje pomembno podrogje, ki je zaznamovalo razvoj radiobiologije in radioterapije
je bilo raziskovanje bioloskih markerjev odgovora na obsevanje in prezivetja bolnikov.
V tem kontekstu so pomembno vlogo odigrale klini¢ne Studije pri rakih glave in
vratu, ki so preucevale napovedno vlogo razli¢nih proteaz in njihovih inhibitorjev. To
podrogje je zaznamovalo delo prof. Primoza Strojana (12- 16). Pomemben prispevek
k implementaciji radiobioloskih spoznanj v kliniko predstavljajo tudi prospektivne
klini¢ne raziskave kombinirane radiokemoterapije pri rakih glave in vratu, ki so bile
izvedene v krogu tima za zdravljenje raka glave in vratu Onkoloskega instituta in ORL
klinike Univerzitetnega klini¢nega centra Ljublj%na (prof. M. Budihna, L. Furlan, doc.
H. Lesnicar, prof. P. Strojan, prof. L. Smid, E. Soba, prof. B. Zakotnik) (17- 24). Pri
navajanju raziskovalcev so omenjeni le vodilni, priznanje za razvoj stroke pa gre tudi
vsem njihovim sodelavcem.

Leta 2005 je bil ustanovljen Oddelek za eksperimentalno onkologijo. Tu je bil lociran
12



tudi terapevtski RTG aparat, ki je $e vedno namenjen radiobioloskim raziskavam, t;j.
obsevanju celic iz vitro ter misi in tumorjev iz vivo. Del tega oddelka je tudi Radiobioloski
laboratorij, ki nadaljuje tradicijo in delo nekdanjega Radiobioloskega laboratorija prof.

Skrka.

Kaj so sedaj nasa podrocja delovanja/sodelovanja?

Radiobioloske raziskave so del raziskovalnega programa financiranega s strani ARRS,
P3-0003, ki se pretezno izvaja na Oddelku za eksperimentalno onkologijo. Nehote se
tudi v primeru tega oddelka zgodovina ponavlja, saj nosi enako ime kot neko¢ laboratorij
doc. Cholewe. V njem je specifi¢no radiobilogiji posve¢en eden izmed delovnih sklopov.
Temeljna podro¢ja nasega delovanja so:

a) radiosenzibilizacija z elektrokemoterapijo,
b) radiosenzibilizacija z imunogensko terapijo,
c) senzorji DNA in obsevanje,

d) HPV infekcija in odgovor na terapijo.

Vse raziskave, ki se odvijajo znotraj teh podrodij, so bile zasnovane kot translacijske
— nekatere so ze v fazi izvedbe — skupaj s sodelavci radioterapevti, prof. Primozem
Strojanom, asist. dr. Blazem Gro$ljem in asit. Gabrom Plavcem. Verjamemo, da je to $ele
zacetek obetajocega sodelovanja, in do bomo po predstavitvi Vasega in nasega dela prisli
do novih idej in naértov za sodelovanje.

Kaj nas zanima v prihodnosti?

Za izhodi$¢e k razpravi o sodelovanju naj nastejemo nekaj podrocij delovanja, ki so za
nas $e posebej zanimiva:

. Dejavniki ki vplivajo na odgovor na ionizirajoce sevanje
. Aktivacija DNA senzorjev
. Vpliv HPV okuzbe

. Tumorsko zilje in pretok krvi

. Imunski sistem

. Modifikacija tumorske strome za izbolj$anje u¢inkovitosti ionizirajo¢ega sevanja
. Modifikacija imunskega odgovora

. Anti-angiogene in antivaskularne terapije

. Modifikacija ostalih znacilnosti tumorjev

Naj na koncu poudarimo, da imamo v okviru obstoje¢e organizacijske strukture in
strokovnega ustroja Onkoloskega instituta enkratne moznosti za razvoj kakovostne
translacijske radiobiologije. Med nami imamo sodelavce, ki so nabiral izku$nje v najbol;
prestiznih centrih na svetu, kot so MD Anderson Hospital, ZDA; Peter MacCallum
Cancer Centre, Australia; Gray Laboratory in v zadnjem ¢asu v Oxford Institute for
Radiation Oncology, Velika Britanija. Imamo primerno opremljene raziskovalne
laboratorije in dobre moznosti za izvajanje klini¢nih raziskav. Kot vsako sodelovanje
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tudi to zahteva kreativnost, predanost in vztrajnost, tako pri razvoju idej kot pri njihovi
implementaciji v kliniko.
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Izvleéek

Pri radioterapiji je poleg tumorskih celic obsevano tudi tumorsko Zilje. Spremembe v tumorskem Zilju
po obsevanju lahko delujejo tako tako pro- kot tudi proti-tumorsko. Oksigenacija tumorjev pa korelira
z odzivom tumorja na radioterapijo.

Kljuc¢ne besede: tumorsko Zilje, endotelijske celice, oksigenacija tumorjev, angiogeneza

Pri radioterapiji so poleg tumorskih celic obsevane tudi tumorske stromalne celice,
vklju¢no z endotelijskimi celicami. U¢inki sevanja na tumorske celice so dobro znani,
kaks$ni pa so udinki sevanja na tumorsko Zilje pa trenutno $e vedno ni popolnoma
raziskano. Pri dozah sevanja, ki so vi$je od posameznih doz uporabljenih pri rutinskem
frakcioniranem zdravljenju raka z radioterapijo, tumorske endotelijske celice umrejo
preko razli¢nih poti celi¢ne smrti (1). Dandanes pa se visje doze sevanja ¢edalje pogosteje
uporabljajo pri stereotakti¢nem obsevanju telesa (SBRT). Kaksen pa je nato dejanski
vpliv smrti tumorskih endotelijskih celic na strukturo in funkcijo tumorskega Zilja pa Se
ni znano. Ravno tako ni znano, ¢e te spremembe, ter koliko, vplivajo na odziv tumorja na
radioterapijo.

Na splo$no ima tumorsko zilje dvojno vlogo pri radioterapiji. Za vzdrzevanje krvnega
pretoka je nujno stabilno tumorsko Zilje, ki skrbi za (re) oksigenacijo tumorskih celic in
s tem njihovo radiosenzibilizacijo med celotnim potekom zdravljenja. Po drugi strani pa
funkcionalno tumorsko zilje ter prezivele endotelijske celice niso zazelene po obsevanju.
Njihova prisotnost bi namre¢ lahko podprla prezivetje in rast preostalih tumorskih
celic, ki so preZivele obsevanje, ter s tem recidiv tumorja po radioterapiji (2). Kljub
intenzivnim raziskavam oksigenacije tumorjev med obsevanjem je le malo znanega o
dinamiki zilnih sprememb in tudi mehanizmih neovaskularizacije. Bolj$e razumevanje,
kako obsevanje spreminja tumorsko Zilje, bi lahko pomembno doprineslo k oblikovanje
terapevtskega rezima radioterapije. Odziv tumorjev in tumorskih Zzil na obsevanje je
zelo ¢asovno in dozno odvisno. Tudi znotraj iste vrste tumorja in na razli¢nih predelih
istega tumorja je odziv lahko raznolik glede na obseg odziva in njegov ¢asovni potek
(3). Pri misjih tumorjih posamezni odmerki obsevanja povzrodijo precejien, a prehoden
vazodilatacijski vrh ter izbolj$anje krvnega pretoka, ki doseze vrh priblizno 24 ur po
obsevanju, vendar se ta ¢asovni potek lahko razlikuje glede na vrsto tumorja. Ali je tak
potek tudi po vsakem odmerku frakcioniranega obsevanja $e ni jasno. V nasprotju s tem
pa klini¢ne raziskave poudarjajo pomembnost dolgotrajne reoksigenacije in povecanja
krvnega pretoka po obsevanju. Medtem ko je bila ponovna oksigenacija na misjih
modelih opaZzena v nekaj urah in do 48 ur po obsevanju, so klini¢ne raziskave potekale v
znatno kasnej$ih ¢asovnih to¢kah po obsevanju (4, 5). Ugotovljeno je bilo, da ima lahko
del tumorjev v ¢asu radioterapije prehodno izbolj$an krvni pretok. Po drugi strani pa pri
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nekaterih tumorjih ni bilo opaZene nobene spremembe v krvnem pretoku tudi po ve¢
tednov tekom radioterapije, tako pri raku materni¢nega vratu kot pri raku glave in vratu
(6,7). Znano pa je, da izboljsan krvni pretok, ter s tem izboljsana oksigenacija tumorja,
korelira z boljsim odzivom tumorja na radioterapijo.

Na nivoju tumorskih endotelijskih celic ter tumorskih zil ravno tako trenutno se
ni popolnoma jasen obseg umiranja endotelijskih po obsevanju. Vedina raziskav je
sicer potrdila umiranje endotelijskih celic po obsevanju, ki pa rezultira le v manjsih
spremembah v strukturi ter funkciji tumorskega Zilja (2). Poleg tega je po obsevanju
verjetno tudi zmanj$ana proliferacija endotelijskih celic ter s tem tudi angiogeneza. Torej
bi bile lahko opazene spremembe v zmanjsanju gostote tumorskih Zil v prvih dneh po
obsevanju le rezultat upocasnjenega nastajanja novih tumorskih Zil in ne dejanskega
unicenja Ze obstoje¢ih (2). Ne glede na smrt tumorskih endotelijskih celic ve¢ina
tumorskih Zil ostane funkcionalnih ter preto¢nih, s tem pa omogocajo tudi rekrutacijo
ter vstop razli¢nih celic imunskega sistema, ki imajo lahko tako pro- kot proti-tumorski
u¢inek. Rekrutirani makrofagi lahko na primer postanejo vir pro-angiogenih faktorjev,
ter s tem pospesijo ponovno rast tumorskega zilja, kar lahko vodi v recidiv tumorja po
terapiji (8). Po drugi strani, pa lahko preko funkcionalnega tumorskega Zilja v tumor
dostopajo tudi celice pridobljenega imunskega sistema, kar je $e posebej pomembno pri
kombinaciji radioterapije z zaviralci kontrolnih to¢k imunskega sistema. V nekaterih
raziskavah pa so tudi pokazali, da popolnega odgovor tumorja po radioterapiji ni mozno
doseti le z indirektnim umiranjem tumorskih celic zaradi uni¢enja tumorskega Zilja (1).

Vloga tumorskega Zilja pri odgovoru na tumorja na radioterapijo je torej pomembna,
vendar lahko spremembe v tumorskem Zilju po obsevanju delujejo tako tako pro- kot tudi
proti-tumorsko. Jasno je, da unicenje tumorskega zilja ni zadostno za dosego popolnega
odgovora tumorja na radioterapijo, vendar pa lahko preko razli¢nih mehanizmov
tumorsko Zilje doprinese pomemben delez k samemu odgovoru tumorja na radioterapijo.

Zahvala
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Izvleéek

Obsevanje tumorjev ima poleg neposrednega citotoksi¢nega uc¢inka na celice tudi posredne imunoloske
u¢inke. Eden izmed mehanizmov spodbujanja imunskega odziva z ionizirajo¢im sevanjem pa je
aktivacija molekularnih poti zaznavanja DNA, ki v osnovi predstavlja mehanizem obrambe celic
proti patogenom. V nasi predklini¢ni $tudiji na celi¢nih kulturah tumorskih celic in makrofagov smo
dokazali, da obe vrsti celic v svojem citosolu nakopi¢ijo DNA v obliki dvoverizne DNA in mikrojeder.
Kopi¢enje DNA je aktiviralo ve¢ razli¢nih poti zaznavanja DNA, pri ¢emer so bili najbolj vidno
aktivirani senzorji DNA DDX60, DAI in P204 v tumorskih celicah ter DDX60, DAL, P204 in RIG-I
v makrofagih. Povisanje izrazanje senzorjev DNA je spremljalo povecano izrazanje citokinov, TNFa in
IFNB v tumorskih celicah in IL1f in IFN v makrofagih. Ti rezultati dajejo vpogled v mehanizme, ki
sodelujejo pri aktivaciji imunskega odziva na ionizirajo¢e sevanje v tumorju.

Kljuc¢ne besede: senzorji DNA, ionizirajoce sevanje, imunski odziv, tumorske celice, makrofagi

Obsevanje tumorjev ima poleg neposrednega citotoksi¢nega ucdinka na celice tudi
posredne imunoloske ucinke. Poskodbe v celicah povzrocijo sprostitev signalov
nevarnosti in izrazanje vnetnih citokinov, kar lahko spodbudi imunski sistem in vodi
v boljso protitumorsko udinkovitost. V nekaterih primerih lahko to ob kombinaciji z
zaviralci imunskih kontrolnih to¢k vodi tudi v izventar¢ni udinek na oddaljene lezije
(abskopalni ucinek). Imunski mehanizmi ionizirajo¢ega sevanja niso popolnoma
znani. Ena izmed signalnih poti, ki so jo prvo povezali s spodbujanjem abskopalnega
u¢inka je signalna pot ciklicni GMP-AMP sintaza—stimulator genov za interferone
(cGAS-STING), ki predstavlja signalno pot odziva na prisotnost nukleinskih kislin v
citosolu (1). Nukleinske kisline v citosolu naravno niso prisotne, zato njihova prisotnost
obicajno za celico pomeni okuzbo s patogeni. Z namenom obrambe celic pred okuzbo,
prisotnost nukleinskih kislin v citosolu prepoznajo razli¢ni proteini, senzorji DNA.
Med senzorje DNA $tejemo razli¢ne vrste proteinov med njimi nukleaze, helikaze,
encime in razli¢cne DNA-vezavne proteine (2). Vezava nukleinskih kislin na senzorje
DNA sprozi razli¢ne signalne poti, ki vodijo v nastajanje razli¢nih citokinov. V nasi $tudiji
smo raziskovali aktivacijo razli¢nih poti senzorjev DNA in citokinov v melanomskih
celicah B16F10 in makrofagih RAW 264.7. Oba celi¢na tipa se v velikem delezu nahajata
v tumorskem mikrookolju in zato lahko znatno doprineseta k samem imunskem odzivu
v tumorju. V nasi Studiji smo dokazali, da tumorske celice in makrofagi po obsevanju
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nakopicijo DNA v svojem citosolu 24 in 48 h po obsevanju s 6 Gy. Nakopi¢ena DNA
je v obliki dvoverizne DNA in v obliki mikrojeder (slika 1). Ve¢ji u¢inek smo opazili v
primeru makrofagov.

Jedro dsDNA Plazmalema Zdruzeno

IIII

Citrl

Tumorske celice

ctrl

Makrofagi

Slika 1. Kopicenje dvoverizne DNA (dsDNA) v citosolu celic po obsevanju s 6 Gy. Dvoverizno
DNA smo dolo¢ili z imunofluorescen¢nim barvanjem s protitelesi proti dsDNA. Pozitiven
pik¢asti signal prikazuje bela puséica.

Kopi¢enje DNA v citosolu je aktiviralo ve¢ razli¢nih poti zaznavanja DNA, pri ¢emer so
bili najbolj vidno aktivirani senzorji DNA DExD/H-Box helikaza 60 (DDX60), od DNA
odvisen aktivator regulacijskih faktorjev za interferone (DAI) in proteinski aktivator
interferona 204 (p204) v tumorskih celicah ter DDX60, DAI, p204 in z retinojsko
kislino induciran gen I (RIG-I) v makrofagih. Vi§je izraZanje senzorjev DNA smo
zaznali v makrofagih. Z imunofluorescenénim barvanjem in spremljanjem translokacije v
celicah smo dokazali, da se aktivira tudi pot cGAS-STING. S spremljanjem translokacij
razli¢nih transkripcijskih faktorjev smo dolo¢ili tudi prenos signala iz citoplazme v jedro,
kar vodi v prepisovanje genov in posledi¢nega nastajanja razli¢nih citokinov. Aktivirane
signalne poti zaznavanja DNA so vodile v nastajanje razli¢nih citokinov, tumorskega
nekrotizirajo¢ega faktorja alfa (TNFa) in interferona beta (IFN) v tumorskih celicah
in interlevkina 1 beta (IL1f) in IFNB v makrofagih. Stopnja izrazanja senzorjev DNA in
citokinov je naras¢ala z dozo obsevanja in ¢asom po obsevanju ter je bila vi$ja v primeru
makrofagov.

Ti rezultati dajejo vpogled v mehanizme, ki sodelujejo pri stimulaciji protitumorske
imunosti z ionizirajo¢im sevanjem. V iz vitro pogojih smo razjasnili mehanizme in
dolodili signalne poti, ki so vpletene v spodbujanje imunskega sistema z ionizirajo¢im
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sevanjem. Ugotovili smo, da je nabor aktiviranih poti zaznavanja DNA odvisen od vrste
celic, stopnja izrazanja pa je odvisna od doze obsevanja in ¢asa po obsevanju. Z naso iz
vitro bazi¢no radiobiolosko Studijo smo tako dokazali, da imajo lahko razli¢ne vrste celic
v tumorju razli¢en nabor imunolosko pomembnih sprememb kot odziv na obsevanje, ki
je odvisen od kombinacije aktiviranih senzorjev DNA. Za bolj natan¢no razumevanje pa
so v prihodnosti potrebne nadaljnje iz vivo Studije, s katerimi bi lahko $e bolj natan¢no
opredelili doprinos razli¢nih vrst celic na celokupen imunski odziv v tumorju.

Zahvala
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Izvleéek

Plos¢atoceli¢ni karcinom orofarinksa (PKO), povzro¢en s humanim virusom papiloma 16 (HPV16),
se bolje odziva na ionizirajoc¢e sevanje kot s HPV16 nepovezani ploscatoceli¢ni karcinomi drugih delov
irela (PKZ). Onkoproteina HPV16 E6 in E7 zavirata delovanje nekaterih citosolnih senzorjev DNA,
katerih aktivacija vodi v prepisovanje citokinov in posledi¢no aktivacijo imunskega sistema. Namen
Studije je bil raziskati vpliv ionizirajodega sevanja na aktivacijo molekularnih poti zaznavanja DNA
pri PKZ z razli¢nim statusom HPV16. Z metodo qRT-PCR smo dolo¢ili izrazanje senzorjev DNA
in citokinov $tirih humanih celi¢nih linij PKZ po obsevanju. Preliminarni rezultati so pokazali, da je
izrazanje citosolnih senzorjev DNA in citokinov ¢asovno ter dozno odvisno. Opazili smo tudi razlike
v izrazanju glede na status HPV16. Nadaljnje iz vivo $tudije so potrebne za ovrednotenje povezave
med aktivacijo molekularnih poti zaznavanja in imunskim odzivom s HPV16 povezanim PKO po
obsevanju.

Kljuc¢ne besede: Humani virus papiloma, plos¢atoceli¢ni karcinom Zrela, senzorji DNA, obsevanje.

Uvod

Raki glave in vratu so heterogena skupina malignih bolezni, kamor spada tudi
ploscatoceli¢ni karcinom zZrela. Slednje razvr$¢amo po mestu vznika na tumorje
nazofarinksa, orofarinksa (PKO) in hipofarinksa (PKH). Eden izmed dejavnikov
tveganja za nastanck PKO je okuzba s humanim virusom papiloma (HPV16), ki z
onkoproteinoma E6 in E7 vpliva na regulacijo celi¢nega cikla, kar lahko privede do
maligne transformacije okuzenih celic (1, 2). Raziskave so pokazale, da je s HPV16
povezan PKO bioloska in klini¢na entiteta, ki se od preostalih tumorjev Zrela razlikuje
predvsem v obcutljivosti na ionizirajoce sevanje (3). Slednje namre¢ povzroda spro$canje
DNA v citosol tumorskih celic, kar privede do aktivacije citosolnih senzorjev DNA,
receptorjev za prepoznavo molekularnih vzorcev (4). Aktivirana molekularna pot sprozi
prepisovanje vnetnih citokinov, predvsem interferonov tipa I (IFN I), ki v nadaljevanju
sprozijo imunski odziv. Predklini¢ne Studije so pokazale, da se HPV16 izogne
imunskemu sistemu tudi preko zaviranja nekaterih citosolnih senzorjev DNA, predvsem
z retinojsko kislino induciranega gena I (RIG-I) in cikli¢cno gvanozin monofosfat-
adenozin monofosfat sintazo (cGAS) (5, 6). V nasprotju s pri¢akovanji ima s HPV16
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povezan PKO burnejsi imunski odziv na ionizirajo¢e sevanje kot s HPV nepovezani
PKZ, navkljub zavrtju molekularnih poti zaznavanja DNA (7). Namen studije je bil
raziskati aktivacijo poti zaznavanja DNA kot odziv na obsevanje vs HPV16 povezanimi
in s HPV16 nepovezanimi celi¢nimi linijami PKZ.

Materiali in metode

Pri raziskavi smo uporabili $tiri humane celi¢ne linije PKZ, natanéneje dve celi¢ni liniji
PKO (UM-SCC-6 in UPCI: SCC090) in dve celi¢ni liniji PKH (FaDu in 2A3). Status
HPV16 smo dolo¢ili na iz vitro ravni z izrazanjem onkoproteinov HPV16 E6 in E7.
Radiosenzitivnost celic smo dolo¢ili s testom viabilnosti PrestoBlue po Stirih celi¢nih
delitvah, saj nekatere izbrane celi¢ne linije ne tvorijo kolonij. Za doloc¢anje izrazanja
senzorjev DNA in citokinov smo celi¢ne linije obsevali z razli¢nimi enkratnimi odmerki
(0, 4 in 8 Gy). Po 24 in 48 urah smo izolirali mRNA in jo kasneje prepisali v cDNA. Z
metodo qRT-PCR smo dolo¢ili ¢asovni potek izrazanja senzorjev DNA (cGAS, STING,
RIG-I, DAL IF116, DDX60) ter citokinov (IFNy, TNFz, IL1B).

Rezultati

Opazili smo znadilno razliko v radiosenzitivnosti med s HPV16 povezano in s HPV16
nepovezano celiéno linijjo PKO. Povec¢ano izrazanje senzorjev DNA in citokinov po
obsevanju je bilo ¢asovno in dozno odvisno. Izrazanje senzorjev DNA DAI in RIG-I po
obsgvanju je bilo statisti¢no pove¢ano samo v s HPV16 nepovezanimi celi¢nim linijami
PKZ. Izrazanje citokinov IFNy in IL1f je bilo prav tako statisti¢tno povecano le v s
HPV16 nepovezanimi celi¢nimi linijami PKZ. Izrazanje senzorjev DNA in citokinov
je bilo veé¢je pri s HPV16 povezano celi¢no linijo 2A3 v primerjavi s HPV16 povezano
celi¢no linijo UPCI: SCC090. Pri slednji smo zaznali vi§jo raven izrazanja mRNA
onkoproteinov E6 in E7.

Razprava

Klini¢ne smernice priporocajo zdravljenje bolnikov s PKZ s frakcioniranim obsevanjem
z nizkimi dnevnimi dozami (1,8-2 Gy) do skupne doze 66-70 Gy, z ali brez so¢asne
kemoterapije, ne glede na status HPV16. Namen nase $tudije je bil raziskati aktivacijo
poti zaznavanja DNA kot odziv na obsevanje v povezavi s HPV16 okuzbo. Rezultati
na celi¢nih kulturah so pokazali, da se senzorji DNA in citokini po obsevanju povisano
izrazajo le v s HPV16 nepovezanimi celiénimi linijjami PKZ, medtem ko v s HPV16
povezanima celi¢nima linijama PKZ ostajajo zavrti. Na izraZanje pomembno vpliva
tudi doza in ¢as, ki prete¢e po obsevanju. Razumevanje ¢asa aktivacije teh poti, bi lahko
izboljsalo sheme zdravljenja z radioterapijo. Potrebne so nadaljnje iz vivo $tudije za
ovrednotenje povezave med signalnimi potmi zaznavanja DNA in imunskim odzivom
PKZ z razli¢nim statusom HPV16 po obsevanju.
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Izvlec¢ek
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.

Klju¢ne besede: tumorski modeli, obsevanje, elektrokemoterapija, bleomcin, cisplatin, interlevkin-12,
endoglin

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 povzro¢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 zac¢etnih raziskavah smo preu¢ili kako povec¢an vnos cisplatina z elektroporacijo
vpliva na u¢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
u¢inek (3). Se boljsi radiosenzibilirajo¢i udinek 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
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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 povetamo
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 pomoéjo 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, intratumorski. Kombinacija genskega elektroprenosa IL-12 v misico in obsevanja
je bila izjemno ucinkovita 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 pljuénih metastaz fibrosarkoma SA-1 smo
s predhodno stimulacijo imunskega sistema preprecili rast plju¢nih metastaz; na ze
obstojec¢ih metastazah, pa smo dosegli faktor povecanja doze 1,3, kar pomeni, da je bila
za enak uéinvek potrebna 1,3 nizja doza sevanja kadar smo izvedli $e genski elektroprenos
IL-12 (8). Se boljsi protitumorski u¢inek 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 podro¢je raziskav zajema preucevanje terapij, ki ciljajo tumorsko zilje in obsevanja.
Kot tar¢no molekulo smo siizbrali endoglin, ki se pove¢ano izraza v tumorskih endotelnih
celicah ter, kadar je inhibirana signalna pot preko vaskularnega endotelijskega faktorja.
Za utiSanje izrazanja endoglina smo pripravili plazmidne DNA molekule z zapisom za
shRNA molekule proti endoglinu, ter uporabili promotor endotelina-1, ki je specific¢en
za endotelijske celice. Na tumorskem modelu karcinoma dojke v misih TS/A smo
dokazali dober radiosenzibilirajo¢ udinek, ki se je histolosko kazal v zmanj$anem $tevilu
krvnih zil in proliferajo¢ih celic v tumorju, ter povec¢ano nekrozo, apoptozo in hipoksijo
(12). Utinek 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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Izvlec¢ek

V raziskavah smo okarakterizirali vpliv okuzbe HPV na plos¢atoceli¢ni karcinom ustnega zrela na
radioobc¢utljivost in soasno zdravljenje s cisplatinom, dolo¢ili smo obéutljivost radiorezistentnih
tumorjev na zdravljenje z elektrokemoterapijo in raziskali molekularne mehanizme vpletene v odziv
HPV-pozitivnih in HPV-negativnih tumorjev na navedena zdravljenja.

Klju¢ne besede: Humani virus papiloma, plos¢atoceli¢ni karcinom Zrela, radioterapija, frakcionirano
obsevanje, elektrokemoterapija, cisplatin, bleomicin

Uvod

Plos¢atoceli¢ni karcinom velja za najpogostejsi histoloski tip raka glave in vratu.
Poleg kajenja in prekomerne uporabe alkohola, pa v zadnjih letih okuzba s humanim
virusom papiloma (HPV) predstavlja enega od najpomembnejsih vzrokov za nastanek
plos¢atocelicnega karcinoma ustnega zrela (1, 2). HPV-pozitivni ploscatoceli¢ni
karcinomi ustnega zrela (HPV-pozitivni) bolje odgovorijo na so¢asno radiokemoterapijo
na osnovi platine od HPV-negativnih tumorjev, kar odpira moznosti za zniZanje
intenzivnosti zdravljenja pri teh bolnikih (1). Cilj je ohraniti delez ozdravitev, ki je
dosezen s konvencionalnimi dozami obsevanja (frakcionirano obsevanje, skupna doza
obsevanja 70 Gy) in sistemske kemoterapije, hkrati pa zmanjsati nezelene stranske
ucinke zdravljenja. Dosedanje predklini¢ne raziskave so pokazale, da so boljsi rezultati
zdravljenja HPV-pozitivnih tumorjev posledica ve¢je obcutljivosti le teh na radioterapijo
in nekatere sistemske kemoterapevtike (cisplatin), ki se uporabljajo v kliniki (3, 4).
Po drugi strani pa molekularni mehanizmi in stopnja povecanja obcutljivosti
HPV-pozitivnih celic $e niso povsem raziskani. Namen raziskave je bil dolo¢iti za
koliko lahko znizamo dozo obsevanja pri HPV-pozitivnem mi$jem tumorskem
modelu (2A3) (glede na standardno dozo), ne da bi s tem zmanjsali ucinek (delez
ozdravitev) zdravljenja. Prav tako je bil namen raziskati ali je povecana radioobcutljivost
HPV-pozitivnih tumorjev posledica razlik v u¢inkovitosti popravljalnih mehanizmov
poskodb DNA. V raziskavi smo primerjali tudi radioob¢utljivost tumorjev 2A3 in FaDu,
ki so bili so¢asno zdravljeni s cisplatinom in s frakcioniranim obevanjem ali obsevani le z
eno samo, izoefektivno dozo.
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Utinkovitost radiokemoterapije je mogoce izboljsati zuporabo lokalnih ablativnih metod,
kot je elektrokemoterapija (5-8). Elektrokemoterapija je u¢inkovit na¢in zdravljenja pri
razli¢nih vrstah tumorjev, ki z elektroporacijo poveéa vnos kemoterapevtikov (bleomicina
ali cisplatina) v celice (9). Utinkovitost elektrokemoterapije je odvisna od pravilnosti
izvedbe terapije in lastnosti samih tumorjev. V klini¢nih raziskavah so opazili slabsi
odgovor tumorjev, ki so bili predhodno Ze zdravljeni s sistemsko kemoterapijo in/ali
radioterapijo, najverjetneje zaradi pridobljene intrinzi¢ne odpornosti tumorskih celic na
kemoterapevtike ali obsevanje (10-12). Ker je malo znanega kako mehanizmi pridobljene
intrinziéne kemo- in radiorezistence vplivajo na udinkovitost elektrokemoterapije,
je bil drugi namen nase raziskave ovrednotiti odziv eksperimentalno induciranih
radiorezistentnih celic plos¢atoceli¢nega karcinoma ustnega zrela (FaDu-RR) in njihovih
tumorskih ksenograftov.

Metode

Na humanih celi¢nih linijah (HPV-pozitivne (2A3), HPV-negativne (FaDu in njena
radiorezistetna podlinija FaDu-RR, vzpostavljena s frakcioniranim obsevanjem) smo 77
vitro s testom klonogenosti dolo¢ili stopnjo njihove ob¢utljivosti: na obsevanje, terapijo
s ciplatinom, kombinacijo obeh; na terapijo z bleomicinom ali elektrokemoterapijo
z bleomicinom ali cisplatinom. Po terapiji smo dolocali delez in ¢asovno dinamiko
popravila poskodb DNA s kometnim testom in tvorbo Zari$¢ fosforiliranih histonov
YH2AX na DNA. Dodatno smo pri FaDu in FaDu-RR celicah z metodo PCR spremljali
razlike v izrazanju genov za popravilo poskodb DNA po terapiji. S preto¢no citometrijo
smo dolod¢ili spremembe poteka celi¢nega cikla po terapiji. Z masno spektrometrijo z
induktivno sklopljeno plazmo smo primerjali privzem bleomicina in cisplatina po kemo-
in elektrokemoterapiji pri FaDu in FaDu-RR celicah. Spremljali smo posredovane u¢inke
sevanja, morfologijo celic po obsevanju in socasni terapiji s cisplatinom ter ovrednotili
delez apoptoti¢nih in mitoti¢nih celic po obsevanju HPV-pozitivnih in HPV-negativnih
celic. U¢inek socasnega obsevanja in terapije s cisplatinom smo dolo¢ali tudi pri sferoidih
izbranih celi¢nih linij. Iste humane tumorske celi¢ne linije, kot v poskusih iz vitro, smo
uporabili za indukcijo podkoznih ksenograftov na imunsko oslabljenih misih (SCID). S
testom zaostanka v rasti tumorjev smo preverili odziv vseh treh tumorskih modelov na
obsevanje in socasno terapijo s cisplatinom ali elektrokemoterapijo. Dolo¢ili smo tudi
faktor modificiranja doze obsevanja ob soc¢asni terapiji s cisplatinom pri HPV-pozitivnih
tumorjih za dosego enakega ucdinka zdravljenja kot pri HPV-negativnih tumorjih s
standardnimi dozami.

Rezultati

HPV-pozitivne celice oziroma tumorji so bolj radioobcutljivi kot HPV-negativne celice
in tumorji. Iz vitro sta bili celi¢ni liniji 2A3 in FaDu enako ob¢utljivi na monoterapijo s
cisplatinom, ob socasni terapiji obsevanja in cisplatina je prislo do potenciacije u¢inka
obsevanja pri obeh tumorskih celi¢nih linijah (aditivni uéinek, pri 2A3 za faktor 1,2
in pri FaDu za faktor 1,3). Iz vivo je bila u¢inkovitost dodanega cisplatina veéja pri
HPV-negativnih tumorjih, vendar je bil skupni u¢inek $e vedno veéji pri HPV-pozitivnih
tumorjih. Faktor modificiranja doze, izracunan s primerjavo ulinkovitosti obsevanja
oziroma socasne terapije obsevanja in cisplatina glede na HPV status tumorja, je znasal
1,3 oziroma 1,2, kar pomeni, da so HPV-pozitivni tumorji za 30 % bolje odgovorili na
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radioterapijo ter za 20 % bolje na kombinirano terapijo kot HPV-negativni tumorji.
Nadalje, zdravljenje obeh tumorskih modelov s cisplatinom in frakcioniranim rezimom
obsevanja je povzrodilo radiosenzibilizacijo tumorjev: rast tumorja je bila 3- do 4-krat
pocasnejsa kot po obsevanju z eno samo dozo. Sinergisti¢ni u¢inek radiosenzibilizacije je
bil po zdravljenju HPV-pozitivnih tumorjev s cisplatinom in frakcioniranim obsevanjem
veliko ve¢ji kot pri HPV-negativnih tumorjih. Natan¢neje, po kombiniranem
zdravljenju je bilo prezivetje misi (100 dni po zdravljenju, kar ustreza 5 letom pri
ljudeh) s HPV-pozitivnimi tumorji za 26 % bolj$e kot pri misih s HPV-negativnimi
tumorji. Pri raziskovanju molekularnih/celi¢nih mehanizmov smo ugotovili, da imajo
HPV-pozitivne celice po samem obsevanju in po kombinirani terapiji ve¢ji delez
dvoveriznih prelomov DNA; tudi popravilo nastalih poskodb je bilo v tej skupini
pocasnejse. Kombinirana terapija je pri HPV-pozitivnih celicah povzrodila njihovo
zaustavitev v fazi G,/M celi¢nega cikla; delez apoptoti¢nih celic je bil vedji in mitoti¢nih
celic manjsi, kot pri HPV-negativnih celicah. Posredovane ucinke sevanja smo opazili le
pri HPV-pozitivnih celicah po kombinirani terapiji.

Da bi razjasnili vpliv razli¢cnih mehanizmov intrinzi¢ne kemo- in radiorezistence
tumorjev, izvane s predhodnim obsevanjem, ki bi lahko vplivali na uéinkovitost
elektrokemoterapije, smo primerjali dve izogeni humani celi¢ni liniji z razli¢no
obc¢utljivostjo na obsevanje, FaDu in FaDu-RR. Ugotovili smo da ima radiorezistentna
celina linija FaDu-RR inducirane obrambne mehanizme, ki so poleg pridobljene
radiorezistence vodili tudi do navzkrizne rezistence na cisplatin, ne pa tudi na bleomicin.
Radiorezistentne celice FaDu-RR so poleg zmanjSanega intracelularnega kopicenja
cisplatina (v primerjavi s star$evsko celi¢no linijo FaDu) udinkoviteje popravljale
dolocene tipe poskodb DNA ter imele spremenjen spekter izrazanja genov za popravilo
poskodb DNA. Radiorezistentni tumorji FaDu-RR (0 % popolnih odgovorov) so
bili bolj odporni na zdravljenje s frakcioniranim obsevanjem in cisplatinom ter na
elektrokemoterapijo s cisplatinom v primerjavi s tumorji FaDu (do 33 % popolnih
odgovorov). Elektrokemoterapija z bleomicinom pa je bila pri obeh celi¢nih linijah
oziroma tumorskih modelih (40 % ozdravljenih tumorjev) enako u¢inkovita.

Zakljucki

HPV-pozitivni tumorski model (2A3) je bolj ob¢utljiv na obsevanje z eno dozo kot HPV-
negativni model FaDu. Sodasna terapija s cisplatinom deluje aditivno, ne glede na status
HPV. Rezultati kazejo na moznost 20 % znizanje doze obsevanja pri kombinirani terapiji
s cisplatinom pri HPV-pozitivnih tumorjih, pri ¢emer bi dosegli enako ucinkovitost,
kot jo dosezemo s standardno dozo pri radiokemoterapiji HPV-negativnih tumorjev.
Kombinirano zdravljenje s frakcioniranim rezimom obsevanja in cisplatinom deluje
sinergisti¢no pri HPV-pozitivnem in HPV-negativnem tumorskem modelu, vendar je
ta udinek ve¢ji pri HPV-pozitivnih tumorjih. Pove¢ana ob¢utljivost HPV-pozitivnih
tumorjev na zdravljenje je med drugim posledica visje ravni poskodb DNA, niZje stopnje
popravila teh poskodb, zaustavitve celi¢nega cikla v fazi G,/M in vec¢jega deleza apoptoze.

Frakcionirano obsevanje HPV-negativnih tumorskih celic (FaDu-RR) vodi v
radiorezistenco in kemorezistenco na cisplatin preko razli¢énih mehanizmov (boljse in
hitrej$e popravilo poskodb DNA, spremembe v izrazanju genov, spremembe v regulaciji
celi¢nega cikla, slabsi privzem cisplatina). Zato so bili FaDu-RR tumorji v primerjavi
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s FaDu tumorji bolj odporni tudi na elektrokemoterapijo s cisplatinom, vendar enako
obc¢utljivi na elektrokemoterapijo z bleomicinom. Zaradi navzkrizne rezistence FaDu-
RR celic na cisplatin, je za zdravljenje radiorezistentnih in ponovno izraslih tumorjev po
predhodni radioterapiji priporoc¢ena uporaba elektrokemoterapije z bleomicinom.

Zahvala

Vse raziskave so potekale v okviru raziskovalnih programov P3-003, P3-0307 in projekta
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Izvleéek

Raziskava kemokinov CCL5 in CCL17 po GET v mi$ja tumorska modela raka dojke, 4T1 in EQ771,
in debelega ¢revesa, CT26 in MC38, je pokazala, da terapija poveca izrazanje vnetnih citokinov in, v
kombinaciji z obsevanjem, vodi do popolnih odgovorov.

Kljuéne besede: Genski elektroprenos, CCL5, CCL17, misji tumorji, izraZanje citokinov

Uvod

Utinek imunoterapij korelira s stopnjo in tipom infiltracije imunskih celic v tumorsko
tkivo, zato imunoterapije, ki vplivajo na infiltracijo specifi¢nih imunskih celic v tumorje
dobivajo vedno ve¢ pozornosti (1). Eden izmed potencialnih pristopov v imunoterapiji
raka je tako genska terapija, ki z namenom povecanja infiltracije efektorskih imunskih
celic v tumorsko mikrookolje izkori$¢a kemokine. Kemokini so majhni signalni proteini
(~10 kDa) iz druzine citokinov, njihova glavna funkcija pa je uravnavanje migracije
razli¢nih celic, vklju¢no imunskih celic, vzdolZz kemokinskega gradienta (2). Izmed
vnetnih kemokinov, ki lahko sprozijo imunski odziv sta kemokina CCL5 in CCL17
v literaturi povezana s povecano infiltracijo citotoksi¢nih (CD8+) T limfocitov v
tumorsko tkivo (3,4). Povecana infiltracija imunskih celic v tumor pa sama po sebi ne vodi
vedno v aktivacijo imunskega odziva in posledi¢no protitumorskega ué¢inka (5). Genska
terapija s kemokinoma je zato lahko udinkovita le v kombinaciji s terapijo, ki aktivira
imunski odziv. Ena izmed terapij pri kateri zaradi njenega delovanja pride do spros¢anja
vnetnih citokinov in drugih signalnih molekul, ki vodijo v aktivacijo imunskih celic je
radioterapija. Poleg tega se radioterapija v kombinaciji z imunoterapijami inhibitorjev
kontrolnih to¢k zaradi potencialnih sinergisti¢cnih ué¢inkov Ze uporablja v klini¢ni
praksi (6). Kombinacija genskega elektroprenosa (GET) plazmidne DNA z zapisom
za kemokina CCL5 in CCL17 in radioterapije bi torej lahko privabila imunske celice v
tumorje, kjer bi se potem aktivirale zaradi delovanja radioterapije. Na tak na¢in bi lahko
aktivirali imunski sistem, ter s tem povecali protitumorsko udinkovitost v primerjavi s
samostojnima terapijama.
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Materiali in metode

V in vitro delu raziskave smo z uporabo reagenta Lipofectamine 2000 (TF) transfecirali
dve misji celi¢ni liniji raka dojke 4T1 in EQ771, ter dve misji celi¢ni linij raka debelega
¢revesja, CT26 in MC38 s komercialno dostopnimi plazmidi pUNO1 (kontrolni
plazmid (pDNA Ctrl) in plazmida z zapisom za CCL5 in CCL17). Po 48 h smo
dolo¢ili viabilnost celic s testom PrestoBlue, izrazanje 11 vnetnih citokinov pa z metodo
kvantitativni PCR v realnem ¢asu (QRT-PCR). V iz vivo poskusih smo se osredotodili
na tumorska modela 4T1 in CT26, ki se razlikujeta v imunskem statusu, oba pa rasteta
na misjem singenskem sevu Balb/c. Ko so tumorji presegli volumen 50 mm3 smo izvedli
terapijo z intratumorskim injiciranjem 25 ali 50 pg plazmidne DNA, po 5 min pa je
sledil genski elektroprenos (GET), pri katerem smo tumorjem z uporabo 6 mm plos¢atih
elektrod aplicirali elektri¢ne pulze. V primeru kombinirane terapije smo tumorje po GET
obsevali z enkratno (10 Gy) ali frakcionirano dozo (3 % 5 Gy). Misi smo evtanizirali,
ko je volumen tumorjev dosegel 500 mm?®. Rast tumorjev smo trikrat tedensko merili
s kljunastim merilom (Caliper), izrazanje 9 vnetnih citokinov tretji in sedmi dan po
terapiji pa smo dolo¢ili z metodo qRT-PCR. Vse raziskave so potekale v skladu z navodili
in dovoljenjem Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano Republike Slovenije

(8t. dovoljenja: U34401-1/2015/43).

Rezultati

Viabilnost vseh celi¢nih linji je bila po 48 h od lipofekcije nad 80 %. Analiza izrazanja
genov 11 citokinov 48 h po lipofekciji celic je pokazala znadilno visje izrazanje kemokinov
CCL5, CCL17 ter s tem uspesno transfekcijo, hkrati pa tudi povi$ano raven izrazanja
IL-6 in CXCL10. Genska terapija z GET po intratumorskim injiciranjem plazmidne
DNA z zapisom za CCLS5 ali CCL17 v tumorje CT26 in 4T1 je privedla do majhnega
zaostanka v rasti tumorjev. Analiza 7 citokinov v tumorjih tretji in sedmi dan po GET
je pokazala povecano izrazanje obeh kemokinov, ter v tumorjih CT26 tudi povisano
raven izrazanja vnetnih citokinov IL-6, IL-12, CXCL9 in IFNYy. Spremenjeno izrazanje
citokinov iz vitro in in vivo je tako znadilno za vnetje. Genska terapija kemokinov CCL5
in CCL17 v kombinaciji z enkratnim in frakcioniranim obsevanjem na misjih tumorjih
CT26 vodi v znadilno visji zaostanek v rasti tumorjev in v nekaterih primerih celo do
popolnih odgovorov. Kombinirana terapija ni imela znacilnega vpliva na rast tumorjev
4T1, poleg tega pa pri zdravljenju ni prislo do popolnih odgovorov. Glede na rezultate
sprememb v tumorskem mikrookolju kot posledica terapije bodo nadaljnji poskusi
usmerjeni k dolo¢evanju mehanizmov imunskega odziva in optimalnega ¢asovnega
okna v primeru kombinacije obsevanja in GET plazmidne DNA z zapisom za kemokina

CCL5 in CCL17.

Razprava

Raziskava je pokazala, da z lipofekcijo dosezemo visoko izrazanje kemokinov CCLS5 in
CCL17 v vseh $tirih celi¢nih linijah ter spremenjeno izrazanje vnetnih citokinov. Enake
spremembe so bile opazene tudi po lipofekeiji s kontrolnim plazmidom, kar nakazuje,
da so spremembe v izrazanju posledica vnosa tuje DNA v citoplazmo. Rezultati iz vivo
dela Studije kazejo, da lahko z uporabo standardnega pulznega protokola, ki se uporablja
v kliniki pri elektrokemoterapiji, dosezemo visoko izrazanje vnesenih transgenov
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(CCL5 in CCL17), pri tem pa tudi CXCL9 in IFNy, dveh klju¢nih aktivatorjev
imunskega odziva. Kljub temu GET kemokinov CCI5 in CCL17 vodi do popolnih

odgovorov le v kombinaciji z obsevanjem v primeru tumorskega modela CT26.

Zahvala

Raziskava je bila izvedena v okviru Agencije za raziskovalno dejavnost Republike
Slovenije (ARRS) in raziskovalnih programov J3-8202 in P3-0003. Sredstva so bila
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Izvleéek

Namen raziskave je bil pripraviti in testirati novo tumorsko vakcino, pripravljeno iz z obsevanjem
ubitih tumorskih celic, z adjuvantnim genskim elektroprenosom IL-12. Utinkovitost vakcine smo
testirali v kombinaciji z radioterapijo. Raziskave smo izvedli na dveh imunolosko razli¢nih tumorskih
modelih B16-F10 in CT26, na singenih mi$i C57Bl/6 in Balb/c. Za oba tumorska modela smo uspesno
pripravili u¢inkovito tumorsko vakcino S terapevtsko vakcinacijo v kombinaciji z obsevanjem smo
dosegli znacilen doprinos vakcine k protitumorskemu ué¢inku obsevanja na B16-F10 (sinergizem).
S preventivno vakcinacijo smo prepredili izrast do 56 % CT26 tumorjev. Z izbranim optimalnim
obsevalnim (5 x 5 Gy) in vakcinacijskim (1 x za B16-F10 ter 3 x za CT26) rezimom smo potrdili
lokalni in sistemski imunski odziv na vakcinacijo. Rezultati raziskave so pokazali potencial razvite
tumorske vakcine v kombinaciji z obsevanjem ter so osnova za nadaljnje raziskave.

Kljuc¢ne besede: tumorska vakcina, obsevanje, genski elektroprenos, IL-12

Uvod

Avtologne tumorske vakcine so vrsta terapevtskih vakcin za zdravljenje raka. Pripravljene
so iz spremenjenih in z obsevanjem inaktiviranih ali liziranih bolnikovih tumorskih celic,
ki so pomemben vir tumorskih antigenov (1, 2). Namen raziskave je bil pripraviti in
testirati novo tumorsko vakeino, pripravljeno iz z obsevanjem ubitih tumorskih celic, z
adjuvantnim genskim elektroprenosom (GEP) plazmida z zapisom za imunostimulatorni
citokin interlevkin-12 (IL-12) (3). GEP je varna ne-virusna metoda vnosa genov v celice
in najbolj raziskan je ravno GEP IL-12 (4, 5 ), ki je trenutno ze v klini¢ni fazi preizkusanja
(6). Razvito vakcino smo kombinirali z radioterapijo. Z vakcino smo nameravali aktivirati
imunski odziv proti tumorskim antigenom, z radioterapijo pa usmeriti aktiviran imunski
odziv proti zdravljenemu tumorju (1, 7).

Materiali in metode

Raziskave smo izvedli na imunolosko razli¢nih tumorskih modelih B16-F10 in
CT26, na singenih misi C57Bl/6NCil ali Balb/cAnNCirl v skladu z navodili in
dovoljenjem Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano Republike Slovenija
(U34401-1/2015/43 in U34401-35/2020/8). Tumorsko vakcino smo pripravili iz z
obsevanjem ubitih tumorskih celic in dodali plazmidno DNA z zapisom za misji IL-12.
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Vakcinacijo smo izvedli z injiciranjem vakcine v podkoZje na hrbtu misi in s kontaktno
ved-totkovno elektrodo aplicirali nizkonapetostne elektricne pulze (24 pulzov,
170 V/em, 5,64 Hz, 150 ms) za adjuvantni genski elektroprenos IL-12, prisotnega
v vakcini. Terapevtski u¢inek vakcine smo testirali v kombinaciji z obsevanjem (IR).
Najprej smo inducirali podkozne tumorje. S terapijo smo priceli, ko so tumorji dosegli
velikost 30-40 mm’. Vakcinacijo smo izvedli v kozo oddaljeno od tumorja. Tumorje
smo obsevali z dozo 15 Gy. Protitumorski u¢inek smo spremljali z merjenjem velikosti
tumorja in izra¢unom volumna (V=axbxcxn/6). Za dolotitev preventivnega ucinka
vakcine smo najprej aplicirali vakcino in nato inducirali tumorje in spremljali njihov
izrast. Z izbrano kombinacijo optimalnih rezimov na obeh tumorskih modelih smo nato
dolo¢ili lokalni in sistemski imunski odziv na vakcinacijo: z imunohistokemi¢no analizo
smo v kozi na mestu vakcinacije in v tumorjih dolo¢ili prisotnost grancim B+ efektorskih
limfocitov (celice NK in celice T ubijalke), CD68+ makrofagov ter FoxP3+ celic T
zaviralk, s testom FluoroSpot pa prisotnost tumorsko specifi¢nih efektorskih limfocitov
v bezgavkah (GrB+/IFNy+ celice NK in celice T ubijalke).

Rezultati

Terapevtska vakcinacija je znadilno doprinesla k protitumorskemu ucinku obsevanja
pri tumorskem modelu B16-F10 (2.97 + 1 dni dalj8i zaostanck v rasti tumorjev kot
po obsevanju, P < 0,05), ne pa tudi pri modelu CT26 (ns). Po drugi strani pa smo s
preventivno vakcinacijo prepredili izrast do 56 % CT26 tumorjev, ne pa tudi B16-F10
tumorjev. Po optimizaciji obsevalnega in vakcinacijskega rezima smo za B16-F10
tumorski model izbrali 5% 5 Gy in 1x vakcinacijo (2,17 + 0,38 dni dalj$i zaostanek
v rasti tumorjev kot po obsevanju, P < 0,05) za CT26 pa 5 x 5 Gy in 3 X vakcinacijo
(8,45 + 1,2 dni daljsi zaostanek v rasti tumorjev in 2 x vi$jo ozdravljivost tumorjev
- 60 %, kot po obsevanju, P < 0,05). Med optimizacijo rezimov smo pri B16-F10
modelu opazili ve¢ji vpliv spremembe obsevalnih rezimov na uéinkovitost kombinirane
terapije, za razliko od CT26 modela, kjer je sprememba rezima vakcinacije imela vedji
vpliv na ucinkovitost terapije. Z izbranim rezimom smo na B16-F10 modelu na mesto
vakcine privabili makrofage in efektorske limfocite (P < 0,05). V B16-F10 tumorjih smo
zaznali trend povi$anja makrofagov, efektorskih limfocitov in celic T zaviralk, vendar
le po kombinirani terapiji (ns). Prav tako smo po kombinirani terapiji dobili znacilno
povisano koli¢ino efektorskih limfocitov v bezgavkah (P < 0,05). Na CT26 modelu
smo z izbranim reZimom na mesto vakcinacije prav tako privabili makrofage (P < 0,05),
nismo pa zvisali prisotnosti efektorskih limfocitov. Ta se je zvisala Sele s kombinacijo z
radioterapijo (P < 0,05). Zanimivo je, da smo v tumorjih pri tem modelu zaznali trend
znizanja koli¢ine makrofagov po kombinirani terapiji (ns).

Razprava

Priprava tumorske vakcine se je izkazala za velik izziv zaradi razliénega odziva obeh
tumorskih modelov, predvidoma zaradi razliéne intrinzi¢ne imunogenosti izbranih
modelov (8). Predpostavljamo, da pri manj imunogenem B16-F10 tumorskem modelu
z obsevanjem izpostavimo tumorske antigene in vzpostavimo bolj imunoreaktivno
tumorsko mikrookolje ter s tem omogo¢imo delovanje vakcine (7, 9). Zato smo pri
tem modelu med optimizacijo terapevtskih rezimov opazili vedji vpliv sprememb v
obsevalnem rezimu na uéinkovitost kombinirane terapije. Temeljno vlogo obsevanja
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pri kombinirani terapiji smo dodatno potrdili z imunohistokemi¢no in s FluoroSpot
analizo, kjer smo s kombinirano terapijo znacilno zvisali prisotnost imunskih celic
na mesto vakcinacije in tumorsko specifiénih imunskih celic v bezgavkah. Pri bol
imunogenem CT26 tumorskem modelu pa smo s preventivno vakcinacijo omogo¢ili,
da imunski sistem prepozna Ze izpostavljene tumorske antigene na tumorskih celicah
in jih lahko unidi. Zato je pri tem modelu sprememba rezima vakcinacije bolj vplivala
na ucdinkovitost kombinirane terapije, kot pa sprememba obsevalnega rezima. Z
optimizirano kombinirano terapijo smo tudi pri tem modelu na mesto vakcinacije
privabili makrofage, medtem ko se je nakazalo, da v tumorjih s kombinirano terapijo celo
znizamo koli¢ino makrofagov v primerjavi s samo radioterapijo. Za bolj$e razumevanje
mehanizmov delovanja razvite vakcine so potrebne nadaljnje raziskave. Raziskava je pa
nakazala, da bo za pripravo avtolognih vakcin pripravljenih z biopsijo tumorjev, potreben
zelo individualen pristop, ki bo uposteval tako intrinzi¢ne lastnosti samih tumorskih
celic, kot tudi lastnosti tumorskega mikrookolja.
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Izvleéek

Program ARRS P3-0307 je namenjen preucevanju rakov glave in vratu: njihovih bioloskih znatilnosti
kot tudi klini¢ne obravnave. V prispevku so predstavljene osnovne aktivnosti programa v zadnjem
obdobju financiranja (2019-2023).

Kljucne besede: rak glave in vratu, bioloske znacilnosti, zdravljenje, raziskovanje

Uvod

Program P3-0307 je bil zasnovan leta 2004 kot platforma za promocijo raziskovalnih
aktivnosti na podroé¢ju obravnave rakov glave in vratu (RGV). Ustanovitev programa
predstavlja logi¢no nadaljevanje raziskovalnih prizadevanj med seboj Ze desetletja
tesno sodelujocih skupin z Onkoloskega instituta Ljubljana (OIL) in Klinike za
otorinolaringologijo in cervikofacialno kirurgijo Univerzitetnega Klini¢nega centra
Ljubljana (UKCL). Sprva pod vodstvom prof. Bozene Ravnikar in akad. prof. Vinka
Kambida, kasneje pa prof. Marjana Budihne in prof. Lojzeta Smida, sta ti dve skupini
klju¢no oblikovali klini¢no prakso na podrodju rakov glave in vratu v Sloveniji ter skupaj
uspesno izvedli Stevilne projekte Javne agencije za raziskovalno dejavnost Republike
Slovenije (ARRS). V zadnjem obdobju se aktivnosti programa vse tesneje prepletajo z
dejavnostjo Oddelka za eksperimentalno onkologijo OIL, pa tudi Medicinske fakultete
in Fakultete za elektrotehniko v Ljubljani.

Od ustanovitve programa P3-0307 pa do danes so bila tori$¢e raziskav tri $irsa
podrodja, znotraj katerih so se obravnavala razli¢na specifi¢na raziskovalna vprasanja. V
nadaljevanju so navedene raziskovalne teme, obravnavane znotraj omenjenih podrodij v
zadnjem obdobju financirana programa (2019-2023).

Bioloske zna¢ilnosti RGV

o Kvantitativni MR-perfuzijski in difuzijski parametri ter biomarkerji: vloga pri
napovedi odgovora tumorjev na zdravljenje

Zastavljena je prospektivna raziskava, ki v skupini prognosti¢cno neugodnih
pl6/HPV-negativnih plos¢atoceli¢nih karcinomov (PCK) orofarinksa, zdravljenih s

socasno radiokemoterapijo na osnovi platine, ugotavlja:

- ali mutacijsko breme (TMB) ter pojavljanje specifi¢nih somatskih mutacij v tumorju
oz. ctDNA v krvi napovedujejo u¢inkovitost zdravljenja in dinamiko razvoja bolezni;
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- ujemanje med vrednostmi MR perfuzijskih parametrov in stopnjo izraZenosti
dejavnikov angiogeneze v krvi oz. miRNA v zunajceli¢nih veziklih.

Raziskava poteka v sodelovanju z Institutom za patologijo in Institutom za biokemijo
Medicinske fakultete Ljubljana (MFL) ter Institutom za radiologijo UKCL. Raziskava je

v fazi vklju¢evanja bolnikov.

e Cloveski virus papiloma (HPV)

HPV je eden najpomembnejsih povzrotiteljev  PCK orofarinksa, HPV status
tumorja pa je neodvisen dejavnik za napoved prezivetja teh bolnikov. Nacrtovana je
izvedba prospektivne klini¢ne raziskave faze 2. Hipoteza je naslednja: med bolniki s
HPV-pozitivnim PCK orofarinksa je s pravilnim izborom mogocde poiskati tiste, pri
katerih je mogoce znizati intenzivnost zdravljenja brez $kode, da bi s tem poslabsali
njegov izid. Temeljni namen intervencije je zmanjsati pogostnost in resnost stranskih
ucinkov zdravljenja.

Opravili smo pregled pristopov in raziskav, ki potekajo na podro¢ju deintezifikacije
zdravljenja v tej skupini bolnikov (1); klini¢na raziskava je v fazi nadrtovanja.

Aktivnosti, povezane s preuevanjem mehanizmov obcutljivosti HPV-pozitivnega
PCK orofarinksa, potekajo tudi na predklini¢ni ravni, v povezavi z Oddelkom za
cksperimentalno onkologijo OIL (2; vloga senzorjev DNA: Kristina Levpuscek, dr.
med., mlada raziskovalka).

e Dodatna tema

Ovrednotili smo pomen ¢akanja na zdravljenje/obsevanje: v sistemati¢nem pregledu
obstojece literature in z analizo lastnih podatkov (3, 4). Ugotavljamo, da odnos med
¢akanjem na zdravljenje/obsevanje in prezivetjem bolnikov ni premocrten.

Novi pristopi k zdravljenju RGV

o Elektrokemoterapija (EKT)

EKT je lokalno ablativno zdravljenje, ki temelji na reverzibilni elektroporaciji in
znotrajceli¢ni akumulaciji hidrofilnih molekul citostatika (bleomicina ali cisplatina),
kar mo¢no poveca njihovo citotoksi¢nost. Uveljavljena je v zdravljenju koznih tumorjev
in metastaz, medtem ko je njena ucinkovitost in toksi¢nost pri mukoznih PCK manj
dognana. Po sistemati¢nem pregledu literature smo zakljudili, da trenutni dokazi
upraviujejo le paliativno uporabo EKT pri bolnikih brez drugih lokalnih ali sistemskih
moznosti zdravljenja, medtem ko so za uporabo EKT v kurativne namene potrebne
prospektivne primerjave z uveljavljenimi terapevtskimi nadini (5).

V fazi na¢rtovana je raziskava, ki bo analizirala u¢inkovitost EKT z bleomicinom
v razliénih starostnih skupinah bolnikov s koznimi RGV oz. glede na prejeto dozo
citostatika. Raziskava bo izvedena na UKCL in OIL.

V sodelovanju z Oddelkom za eksperimentalno onkologijo OIL je na¢rtovana raziskava,
ki bo ugotavljala pod katerimi pogoji EKT in ionizirajo¢e sevanje izzoveta imunolosko
pomembne spremembe v tumorskih celicah (UrSa Kesar, mag. bioteh., mlada
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raziskovalka).

Clani raziskovalnega programa sodelujejo v projektu Smartgene in mednarodnem

konzorciju InspECT (ang. International Network for Sharing Practices of ECT).

o Endoskopija z ozkospektralno osvetlitvijo (NBI, ang. Narrow-Band Imaging)

NBI je endoskopski diagnosti¢ni postopek, ki uporablja ozkopasovne svetlobne filtre za
boljsi prikaz (pod)sluzni¢nih mikrovaskularnih struktur. Glavni namen NBI je zgodnja
prepoznava onkolosko sumljivih sluzni¢nih sprememb. Del skupine na UKCL je zasnoval
dve prospektivni klini¢ni raziskavi: v prvi, ki je ze zaklju¢ena, so preverili zanesljivost
klasifikacije ELS (ang. European Laryngological Society) NBI zilnih sprememb na
glasilkah (6); v drugi, ugotavljajo vlogo intrinzi¢ne preziljenosti sluznice Zrela v razvoju
faringokutane fistule.

e Radiokemoterapija s cisplatinom

Obsevanje s socasno aplikacijo kemoterapije s cisplatinom predstavlja standardno
zdravljenje bolnikov z lokoregionalno napredovalim PCK glave in vratu. Prirojena
odpornost proti cisplatinu je eden od razlog za neudinkovitost zdravljenja; njeni
mehanizmi so slabo poznani. Raziskati Zelimo, kateri geni oz. njihovih polimorfizmi
so klju¢ni za popravilo poskodb DNA, nastalih s cisplatinom, in ugotoviti, ali ti
polimorfizmi vplivajo na ucinkovitost in toksi¢nost zdravljenja z radiokemoterapijo
s cisplatinom. V raziskavo, ki poteka v sodelovanju z Institutom za biokemijo in
Institutom za patologijo MFL, smo vkljucili 110 bolnikov s PCK glave in vratu stadijev
III in IV, zdravljenih z obsevanjem in vsaj 150 mg/m? cisplatina. V teku je genotipizacija
in dolo¢itev SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphisms) genov poti NER (ang.
Nucleotide Excision Repair) ERCC1, ERCC4, ERCCS in gena poti BER (ang. Base
Excision Repair) XRCC1. Nadrtovana je $e imunohistokemi¢na analiza pMK2-kinaze,
ki sodeluje v postrtanskripcijskem izrazanju genov, ki so vpleteni v popravilo okvare

DNA.

e Dadatne teme

Analizirali smo ucinkovitost pulznega obsevanja z nizko hitrostjo doze v izogenih
celi¢nih linijah PCK glave in vratu z razliéno obcutljivostjo na ionizirajoce sevanje.
Radiorezistentne celice so se izkazale za bolj obcutljive, kot star$evske celice: v slednjih
nismo zabelezili u¢inka nizkodozne hiperobcutljivosti (¢eprav so te bolj obcutljive na
konvencionalno obsevanje) (7).

Preu¢ili smo mehanizme in moznosti kombiniranja imunoterapije in radioterapije v
zdravljenju primarnih in recidivnih/metastatskih RGV ter analizirali lastne izkusnje

(8-10).

S sistemati¢nim pregledom literature smo ovrednotili znadilnosti nevroendokrinih
karcinomov grla (11, 12). V sodelovanju z Institutom za patologijo MFL in obema
UKC poteka analiza diagnosti¢ne in prognosti¢ne vrednosti nekaterih tradicionalnih in
novejsih (INSM1, PD-L1) molekularnih in histoloskih markerjev, klini¢nih znadilnosti
ter rezultatov zdravljenja nevroendokrinih karcinomov zrela in grla, diagnosticiranih v

Sloveniji v obdobju 1995-2020.
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Ocenili smo pomen individualnih podlag za glavo za natan¢nost obsevanja bolnikov z

RGYV (13).V teku sta tudi:

- analiza uspes$nosti zdravljenja prospektivne skupine bolnikov s PCK grla ali
hipofarinksa, ki so bili namesto z laringektomijo zdravljeni z indukcijsko kemoterapijo,
ki ji je v primeru ugodnega odgovora sledila so¢asna kemoradioterapija;

- skupna raziskava s Fakulteto za elektrotehniko, Univerza v Ljubljani »Racunalnisko
podprta analiza medicinskih slik za naértovanje zdravljenja s protonsko radioterapijo«

(ARRS J2-1732).

Posledice onkoloskega zdravljenja

o Ocena funkcije zgornjega aerodigestivnega trakta po zdravljenju

V ve¢ prospektivnih kohortnih klini¢nih raziskavah na¢rtujemo oceno najpogostejsih
motenj organov zgornjega acrodigestivnega trakta oz. njihove funkcije, ki jih povzroca
agresivno onkolosko zdralvjenje. Analiza poteka z uporabo razli¢nih subjektivnih
in objektivnih metod za oceno opazovanih funkcij pred zdravljenjem in v predhodno
opredeljenih ¢asovnih intervalih po zdravljenju.

Opravljene so bile analize kakovosti glasu po radioterapiji za¢etnega karcinoma glasilk
(14), poziranja (15), psihi¢nih motenj (v povezavi s prehranskim stanjem) (16) ter
kakovosti zivljenja bolnikov z napredovalim RGV po koncu zdravljenja z radioterapijo

(17).

o Alergicna reakcija na cetuksimab

V dveh predhodnih raziskavah faze II pri bolnikih s PCK glave in vratu, ki sta
vkljuéevali tudi zdravljenje s cetuksimabom, smo kljub dosledni uporabi protialergijske
premedikacije ob prvi aplikaciji cetuksimaba zabeleZili nepri¢akovano visok
odstotek infuzijskih/alergi¢nih reakcij stopnje 3-4 po lestvici NCI-CTCAE v3.0
(16 % oz. 28,2 %). V literaturi se kot najbolj verjeten vzrok omenja tip I anafilakti¢ne
reakcije, nastale zaradi predhodne senzibilizacije iz okolja (ugriza klopa).

Dabi ugotoviliali je tudi pri slovenskih bolnikih z RGV posredi predhodna senzibilizacija
iz okolja, smo pri 65 bolnikih z napredovalim PCK glave in vratu in v kontrolni skupini
bolnikov z rakom debelega ¢revesa in danke (kandidati za zdravljenje s cetuksimabom) z
imunsko encimskim testom dolo¢ili titre specifi¢nih protiteles IgE. Analiza rezultatov je
v teku.

Zakljucek
Raziskovalne aktivnosti, ki potekajo v okviru programa ARRS P3-0307, poskusajo slediti

sodobnim izzivom v znanosti, z ambicijo prenesti rezultate in spoznanja v vsakodnevno
obravnavo bolnikov z RGV v Sloveniji.
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Izvlecek
Z raziskavo Zelimo opredelititi vpliv slikovne metode MR na vrisovanje GTV pri raku poziralnika v
primerjavi s standarnimi slikovnimi preiskavami: CT in PET CT.
Klju¢ne besede: rak poziralnika, taréni volumen, magnetna resonanca, ratunalniska tomografija (CT),
pozitronska emisijska tomografija (PET CT)

Uvod

Za uspesnost zdravljenja z obsevanjem sta potrebni natatno nalrtovanje in priprava.
Pri dolo¢anju tarénih volumov v radioterapiji tradicionalno uporabljamo ratunalnisko
tomografijo (CT). Dolo¢anje proksimalnega in distalnega roba tumorja s pomod&jo CT
pri raku poziralnika ni povsem natanéno, predvsem zaradi slabse lo¢ljivosti mehkih
tkiv na CT. Sillah in sodelavci so opravili primerjavo dolzine tumorjev, ocenjenih s CT
slikanjem, in dejanske dolzine tumorjev na patohistoloskih preparatih in ugotovili, da je
dolzina, ocenjena s CT slikami, lahko ve¢ja. Glede na pridobljene izsledke raziskave so
priporocali, da pri na¢rtovanju obsevanja uporabljamo $e druge modalitete slikanja (1).

Uporaba pozitronske emisijske tomografije (PET) lahko izbolj$a natan¢nost dolo¢anja
tarce pri nacrtovanju obsevanja. Funkcionalna informacija o privzemu "*fluro-2-deoksi-
glukoze (FDG) in anatomska informacija, pridobljena s pomod&jo CT posnetka, omogoca
boljsi prikaz tumorja in posledi¢no tudi natan¢nejse vrisovanje tarée pri nacrtovanju
obsevanja.

Pri raku poziralnika so povisan privzem radiofarmaka FDG v primarnem tumorju
opazali v 68 % - 100 % (2-3). S pomo¢jo PET CT natanéneje dolo¢imo prizadetost
podro¢nih bezgavk in oddaljenih zasevkov, kar je pomembno predvsem pri dolo¢anju
stadija bolezni pred zdravljenjem (5). V treh raziskavah so primerjali dolZine tumorjev,
vidne na FDG PET, in dolZine tumorjev v patohistoloskih preparatih istih bolnikov ter
ugotavljali dobro korelacijo (6- 8).

Slikovna diagnostika raka poziralnika z magnetno resonanco (MR) velja za tehni¢no
zahtevno zaradi gibanja organov zaradi dihanja, utripanja srca in pretoka krvi skozi
velike Zile. Poleg tega poziralnik lezi centralno v mediastinumu, kar slabsa signal.
V zadnjem desetletju je prislo do Stevilnih tehni¢nih izboljsav, ki omogocajo, da imajo
slike odli¢en kontrast med poziralnikom in okolnim tkivom predvsem na T2 obtezenih

posnetkih (9).

Vloga MR pri vrisovanju tar¢nih volumnov v radioterapiji raka poziralnika zaenkrat Se
ni opredeljena, potrebne so nadaljnje klini¢ne raziskave.
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Primernost dolodene slikovne metode za vrisovanje tar¢nih volumnov lahko ocenimo z
ocenjevanjem razlik med vrisovalci.

Dosedanje raziskave ocenjevanja razlik med vrisovalci pri raku poziralnika niso dale
enotnih rezultatov (10-13).

Zasnova raziskave in metode

V raziskavo smo vkljucili 21 bolnikov z lokalno napredovalim rakom poziralnika, pri
katerih je predvidena predoperativna ali definitivna kemoradioterapija. Bolniki so
opravili pripravo na obsevanje po ustaljenem protokolu, ki ga obi¢ajno uporabljamo
na Onkoloskem institutu, dodatno so opravili MR sekvence. V raziskavi bo sodelovalo
pet izkusenih vrisovalcev, ki imajo najmanj 5 let izku$enj pri naértovanju obsevanja
gastrointestinalnih tumorjev. Pridobljen slikovni material in vrisovalce bomo
ustrezno anonimizirali. Predvideno je vrisovanje tumorskega tarénega volumna
(angl. gross tumor volume — GTV) lo¢eno na posameznih sekvencah, in sicer na CT,
MR, PET CT, CT sekvencah z zlitfem MR in PET CT sekvencah z zlitjem MR.
Vrisovalci bodo seznanjeni s kliniénimi podatki o primeru, prejeli bodo izvid opravljenih
diagnosti¢nih preiskav pred obsevanjem (CT ali PET CT). Vrisovalci bodo belezili ¢as
posameznega vrisovanja, kvaliteto slik in teZzavnost vrisovanja. Belezili bomo povprec¢ni
volumen GTV za vsakega vrisovalca, slikovno sekvenco in bolnika. Za ocenjevanje
razlik med vrisovalci bomo pridobili generaliziran indeks konformnosti (angl.
generalised conformity index - Clgen) za vsako slikovno sekvenco in vsakega bolnika.
Clgen je neodvisen od S$tevila vrisovalcev in predstavlja razmerje med vsoto
presckov in vsoto unij vrisanih volumnov (14). Z uporabo algoritma STAPLE
(angl. simultaneous truth and performance level estimation), ki z uporabo statisti¢ne
metode iz ve¢ kontur generira povpreéno, bomo ustvarili referenéno konturo
iz kontur vseh sodelujocih vrisovalcev (15). Za analizo natacnosti vrisovanja
bomo uporabljali programsko opremo CAT (Contour Analysis Tool) verzija
2, ki so jo izdelali na Oddelku za brahiradioterapijo OIL v sodelovanju s
Fakulteto za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije Primorske
univerze, primerjali bomo testne konture ob vsakem vrisovanju z referen¢no
konturo. Za vsak par kontur bomo pridobili planarni indeks konformnosti
(angl. planar conformity index — PCI), ki predstavlja razmerje med preseckom in unijo
testne in referenéne konture ter volumski indeks konformnosti (angl. volume conformity
index — VCI), ki predstavlja razmerje med presekom in unijo testnega in referen¢nega
volumna, ter izvedli prostorsko analizo (16-17).

Pric¢akovani rezultati

Pri¢akujemo manjse razlike pri vrisovanju tumorskega tarénega volumna na MR v
primerjavi s CT ali PET CT, predvsem zaradi boljse lo¢ljivosti mehkih tkiv na MR.
Obenem pri¢akujemo dalj$e in zahtevnejSe vrisovanje na MR sekvencah, ker
metoda $e ni uveljavljena. Pri¢akujemo najveéje razlike med vrisovalci v kranio-
kavdalni smeri, ki pa bodo predvidoma najmanjse pri vrisovanju na MR sekvencah.
Ce bi z izsledki raziskave potrdili manj$e razlike med vrisovalci, bi lahko
tudi MR postala standardna metoda pri na¢rtovanju obsevanja pri raku poziralnika.
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Zakljucek

Natan¢no vrisovanje tar¢nih volumnov je klju¢nega pomena pri na¢rtovanju obsevanja,
razlike med vrisovalci lahko vplivajo na izzid zdravljenja in toksi¢ne sopojave, prav zaradi
tega je pomembno ocenjevanje le-teh.

10.

11.

12.
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Izvlec¢ek

Tekocinska biopsija predstavlja minimalno invazivni postopek, ki zagotavlja podobne informacije
iz telesnih tekoéin, kot jih obi¢ajno dobimo iz vzorca biopsije tkiva. Uporaba teko¢inske biopsije v
klini¢énem okolju dopolnjuje podro¢je onkologije z vidika natan¢nega in personaliziranega pristopa
po meri bolnika. Lahko se uporabi Ze pri postavitvi diagnoze in molekularno genetskem profiliranju
mozganskih tumorjev, kot tudi kasneje med onkolosko terapijo ter spremljanjem odziva na zdravljenje.

Kljuc¢ne besede: tekocinska biopsija, mozganski tumorji, onkolosko zdravljenje

Primarni mozganski tumorji

Primarni mozganski tumorji vzniknejo v mozganih ali hrbtenja¢i iz mozganskih celic,
ovojnic, ziveev ali Zlez. Obstaja ve¢ kot 120 razlidic, ki se razlikujejo po etiologiji,
histologiji, molekularno genetski sliki, na¢inu in izidu zdravljenja. Pojavljajo se v
razponu od benignih, asimptomatskih tumorjev, ki ne zahtevajo zdravljenja, do zelo
invazivnih, najbolj malignih tumorjev, ki so obi¢ajno neozdravljivi. Trenutna klasifikacija
mozganskih tumorjev uporablja molekularno genetske znadilnosti kot dodatek k
histologiji pri mnogih tumorskih entitetah (1). Molekularno genetske znaéilnosti
izboljsajo diagnosti¢no natan¢nost in s spreminjanjem priporo¢il za zdravljenje vplivajo
na klini¢ni potek. Znano je, da mutacije v genih, ki kodirajo izocitrat dehidrogenazo
(IDH) 1 ali 2 igrajo odlo¢ilno vlogo pri razvri¢anju gliomov. Difuzni astrocitom
IDH-divjega tipa se klini¢no obnasa kot najbolj maligni med glialnimi tumorji oz. kot
glioblastom (2). Onkolosko zdravljenje, ki vklju¢uje kirurgijo, radioterapijo in sistemsko
terapijo je vedno potrebno kadar gre za primarni glialni tumor IDH-divjega tipa, ne
glede na histoloski gradus. Glioblastom IDH-divjega tipa predstavlja priblizno 50 % vseh
gliomov. Povprecno prezivetje bolnikov s temi tumorji je 12- 15 mesecev (od postavitve
diagnoze), 5 letno preZivetje pa manj kot 5 %. Standardno zdravljenje glioblastoma in
vedine gliomov IDH-divjega tipa vklju¢uje maksimalno kirursko resekcijo ter dodatno
radiokemoterapijo s temozolomidom (3). Zaradi proliferativne, radiorezistentne in
kemorezistentne narave tumorja ter izrazite heterogenosti se bolezen ponavlja, moznosti
dodatnega zdravljenja pa so zelo skromne (4, 5).

Molekularno genetsko profiliranje gliomov je poleg heterogenosti med tumorji
pokazalo tudi pomembno heterogenost znotraj posamic¢nega tumorja, v katerem so
prisotne razli¢ne celi¢ne populacije z razli¢nimi genetskimi profili (6, 7). Pridobitev
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vzorca mozganskega tumorja je invazivni postopek, ki neredko predstavlja tveganje za
bolnika zaradi krvavitve v tumor ali moznosti nevroloskega poslabsanja. Poleg tega je
biopsija tkiva odvzeta iz majhnega in lokaliziranega podro¢ja v tumorju, v katerem ne bo
reprezentativno prikazana celotna intratumorska heterogenost. Zaradi nastetega biopsija
tumorskega tkiva zagotovo ni metoda, primerna za spremljanje odziva mozganskih
tumorjev na zdravljenje. V vsakdanjem klini¢nem delu temelji ocena odziva mozganskih
tumorjev na zdravljenje na slikovni diagnostiki, v prvi vrsti magnetni resonanci (MR)
glave. Zal je korelacija terapevtskega odziva s slikovnimi izsledki zapletena in otezena
zaradi t. i. pseudoprogresa in radiacijske nekroze, ki pogosto simulirata progres tumorja
(8). Obsevanje mozganskih tumorjev povzroc¢a poskodbo krvno mozganske pregrade, kar
lahko vodi v zunajzilno iztekanje kontrastnega sredstva, ki ima lahko na MR posnetkih
enak videz kot vitalni ostanek ali progres tumorja. Ta nezeleni u¢inek onkoloskega
zdravljenja je opredeljen kot psevdoprogres in se zaéne pojavljati priblizno tri mesece
po obsevanju, njegova incidenca pa znasa pri kombiniranem onkoloskem zdravljenju
do 50 %. Drugi stranski u¢inek, ki ima na postkontrastnih MR slikah videz ostanka ali
ponovitve tumorja, je radiacijska nekroza. Njena incidenca je ocenjena na do 30 % in
se vi$a z dalj$anjem obdobja od obsevanja. Pojavljati se za¢ne 6 mesecev po obsevanju,
pogostoje Sele po 1 ali 2 letih po obsevanju. Uporabljajo se dodatne slikovne metode, kot
sta MR s perfuzijo ali MR spektroskopija, ter funkcionalne metode, kot je FET- PET-
CT, vendar razlikovanje stranskih u¢inkov onkoloskega zdravljenja od progresa tumorja
Se vedno predstavlja izziv (9, 10).

Tekocinska biopsija

Potrebne so nove objektivne metode za vrednotenje bremena bolezni med zdravljenjem in
po njegovem zaklju¢ku (12, 13).V zadnjem desetletju se z razvojem modernih tehnologij
odpirajo moznosti uporabe teko¢inske biopsije tudi za bolnike z glialnimi tumorji (14
-18). Kot je prikazano na sliki 1, so komponente tekocinske biopsije (kri/plazma ali
cerebrospinalna teko¢ina), ki lahko posredujejo informacije o primarnem tumorju:
cirkulirajo¢e tumorske celice (CTC) ( ang. Cirrculating Tumor Cells), cirkulirajo¢a
prosta tumorska DNA (ctDNA), cirkulirajo¢a prosta tumorska RNA (ctRNA), mikro
RNA (miRNA) in ekstracelularni vezikli (eksosomi) (19).

cthiA

r \-I 1.
&
Proteins _%J:.E;\p) ———
miRMAS
CTC ctDNA; ctRNA; miRNA, beljakovine eksosom

Slika 1: Komponente, ki jih lahko analiziramo s teko¢insko biopsijo plazme: CTC-cirkulirajo¢a
tumorska celica, ctDNA-cirkulirajo¢a prosta tumorska DNA, ctRNA- cirkulirajo¢a prosta
tumorska RNA, miRNA mikro RNA, ekstracelularni vezikli (eksosomi); povzeto iz: Saenz-
Antofanzas A, et al. Cancers 2019; 11(7): 950 (19).
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Nabor bolnikov, analize vzorcev in primerjava podatkov

V raziskavo bomo vklju¢ili 150-200 odraslih in otroskih bolnikov s primarnim
mozganskim tumorjem in jih sledili od diagnoze, v ¢asu zdravljenja in po njem. Prvi
vzorec krvi bo odvzet pred kirurskim posegom, drugi pred pri¢etkom zdravljenja z
radiokemoterapijo in nato vsake tri mesece med zdravljenjem s kemoterapijo in med
spremljanjem po zaklju¢ku zdravljenja. Skupno bo bolnikom odvzetih 4-6 vzorcev krvi.
Primerjali bomo podatke iz tkivne biopsije s podatki iz teko¢inskih biopsij, z namenom
preuciti heterogenost in evolucijo tumorjev. Uporabljali bomo izjemno ob¢utljive teste
na osnovi digitalnega kapljicnega PCR-ja za visoko obcutljivo odkrivanje ctDNA in
ctRNA v krvi. Za zaznavanje $irSega nabora molekularnih oznadevalcev (IDH1, EGFR,
TP53, PTEN, NF1, MET, TERT, ATRX, H3F3A in drugi) bomo uporabili metodo
sekvenciranja naslednje generacije. Z metodo sekvenciranja naslednje generacije bomo
pri vzorcih krvi analizirali 52 genov, ki so pogosto pojavljajo pri teh tumorjih. Podatke
bomo primerjali s podatki, pridobljenimi iz tkivnih vzorcev, ki so bili bolnikom odvzeti
med operacijo tumorja:, tu bo panel pri odraslih bolnikih obsegal 29 genov, pri otrocih
pa 161 genov. V nabor bodo vklju¢ene tudi mutacije genov, ki bi lahko predstavljali tarce
bodoc¢ih terapij (npr. BRAF, NTRK, ALK, ROSI, itd.). Opravili bomo tudi analizo

izrazanja RNA in analizo metilacijskega statusa.

Od sredine januarja 2021 je bilo v raziskavo vklju¢enih 16 odraslih bolnikov. Pri petih
bolnikih je bila kri vzeta dvakrat.

Zakljucek

Maligni gliomi $e vedno predstavljajo najbolj agresivno skupino tumorjev pri ljudeh,
ki se kljub agresivnemu zdravljenju skoraj vedno ponovijo. Tkivna biopsija in slikovna
diagnostika $e vedno predstavljata osnovni orodji diagnosti¢nega postopka, za dolo¢itev
prognoze, izbor zdravljenja in v spremljanju odziva na zdravljenje. Tekocinska biopsija
iz plazme je privla¢na in minimalno invazivna metoda za identifikacijo diagnosti¢nih
in prognosti¢nih biomarkerjev, za spremljanje evolucije tumorjev, odziva na zdravljenje
in izbor zdravljenja. Potrebna je celostna analiza dosedanjih raziskovalnih podatkov in
standardizacija uporabnih tehnik: k temu bodo gotovo prispevali tudi rezultati nase
raziskave. V primeru, da bodo rezultati raziskave potrdili zadostno obcutljivost in
specifi¢nost metode, bi lahko njena redna klini¢na uporaba znatno olajsala spremljanje
bolnikov po zdravljenju in olajsala diagnostiko tumorjev na kirursko tezko dostopnih
mestih, kjer diagnosti¢na biopsija predstavlja tveganje za razvoj nevroloske okvare.
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Izvlecek

Maligni mezoteliom je redka, vendar agresivna bolezen, ki ima $e vedno malo diagnosti¢nih in
terapevtskih moZnosti. Pri raziskovanju bioloskih oznalevalcev smo izbrali deset polimorfizmov v
treh razli¢nih genih za metaloproteinaze: rs243865, rs243849 in rs7201 v MMP2; rs17576, 1s17577,
1520544 in rs2250889 v MMP9; rs1042703, rs1042704 in rs743257 v MMPI14. V $tudijo napovednih
dejavnikov smo vkljuceli 199 bolnikov z mezoteliomom, v $tudijo tveganja za nastanek mezotelioma
pa 236 bolnikov in 161 zdravih krvodajalcev. Dokazali smo vpliv MMP9 rs2250889 alela na krajse
prezivetje ter vpliv MMP9 rs20544 in MMP14 rs1042704 na pomembno dalj$e preZivetje bolnikov z
mezoteliomom. Nosilci MMP2 rs243865 alela so imeli manjse tveganje za nastanek mezotelioma.

Klju¢ne besede: maligni mezoteliom, genetski oznadevalec, polimorfizem proteinaz, folatna pot
pemetreksed

Uvod

Maligni mezoteliom je v Sloveniji redka bolezen s priblizno 40-50 novimi primeri na

leto (1).

Diagnostika je pogosto zahtevna, saj biopsija plevre vedno ne potrdi bolezni. Ze pred
priblizno 50 leti so priceli iskati serumske oznacevalce, ki bi lahko sluzZili v diagnostiki
in za sledenje mezotelioma. Med njimi je mezotelin prvi in trenutno tudi edinim
uveljavljen serumski oznacevalec. Sledile so raziskave z drugimi oznacdevalci, kot sta
survivin in fibulin (2, 3). Nasa skupina je raziskala polimorfizme v genih, ki sodelujejo
pri metabolizmu folatne poti pemetrekseda. Polimorfizem v MTHFDI je vplival na
odgovor na zdravljenje in prezivetje (4). Raziskovanje smo nadaljevali s preu¢evanjem
polimorfizmov v genih za metaloproteinaze (MMP) MMP2, MMP9 in MMPI14. Z
raziskovanjem polimorfizmov pogostih proteinaz smo zeleli ugotoviti, ali ti lahko
napovejo ¢as do napredovanja bolezni, celokupno prezivetje in kateri posamezniki imajo
vedje tveganje za nastanck mezotelioma.

Bolniki in metode

Genotipizacijo smo opravili pri 199 bolnikih z mezoteliomom, pri katerih smo vrednotili
¢as do napredovanja bolezni in celokupno prezivetje. Izbrali smo deset polimortizmov:
rs243865, rs243849 in rs7201 v MMP2; rs17576, rs17577, rs20544 in rs2250889
v MMPY9; rs1042703, rs1042704 in rs743257 v MMPI4. Vpliv na prezivetje smo

izracunali s Coxovo regresijo.

Pri raziskovanju tveganja za nastanek mezotelioma smo uporabili serume 236 bolnikov z
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mezoteliomom, ki smo jih zdravili na Onkoloskem Institutu in 161 zdravih krvodajalcev.
Izbrali smo deset istih polimorfizmov, kot pri bolnikih z mezoteliomom. Genotipizacija
smo naredili s testom KASPer. Pri statisti¢ni analizi smo uporabili dominantne in
aditivne genetske modele. Pri izra¢unu tveganja za nastanck mezotelioma v povezavi s
polimorfizmi MMP pa smo uporabili logisti¢no regresijo in rezultat izrazili z razmerjem
obetov s 95 % intervalom zaupanja.

Rezultati

Rezultatih so pokazali vpliv MMP9 rs2250889, MMP9 rs20544 in MMP14 rs1042704
na celokupno prezivetje pri bolnikih z mezoteliomom. Nosilci MMP9 152250889 alela
so imeli krajSe celokupno prezivetje (9,23 proti 19,10 mesecev). Nosilci vsaj enega
polimorfnega alela MMP9 rs20544 in MMPI14 rs1042704 pa so imeli signifikantno
daljde prezivetje (19,5 proti 13,5 in 12,7 proti 17,5 mesecev).

Pri raziskovanju tveganja za nastanck mezotelioma smo ugotovili, da imajo nosilci
vsaj enega MMP2 rs243865 alela manjse tveganje za nastanek mezotelioma (razmerje
obetov 0,66, 95 % interval zaupanja 0,44 - 1,00, p = 0,05). Povezava med tveganjem za
nastanek mezotelioma in MMP2 rs243865 alelom je bila $e bolj znacilna pri bolnikih,
ki so bili izpostavljeni azbestu (razmerje obetov 0,55, 95 % interval zaupanja 0,35-0,68,
p = 0,009).

Razprava

Iz nasih rezultatov je razvidno, da imajo genetski polimorfizmi v izbranih genih za MMP
razli¢en vpliv tako na celokupno preZivetje kot na ¢as do napredovanja bolezni. MMP2
15243865 deluje celo protektivno in $¢itijo pred razvojem mezotelijoma, Se posebej
posameznike, ki so bili izpostavljeni azbestu (5, 6). Rezultati izpostavljajo razli¢en vpliv
posameznih polimorfizmov v genih za MMP in se ujemajo z rezultati vedjih tovrstnih
Studij pri bolj pogostih rakih (7).

Polimorfizmi v izbranih genih za MMP so lahko pomembni napovedni oznadevalci in
oznacevalci tveganja za razvoj mezotelioma. Njihova vrednost se $e poveca v kombinaciji
z drugimi oznalevalci (8). Sodobne tehnologije z nanosenzorji bi lahko pomagale pri
odkrivanju novih oznacevalcev (9).
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Izvlec¢ek

Dopolnilno obsevanje bolnic z rakom dojk izbolj$a prezivetje bolnic, hkrati pa lahko povzro¢a nezelene
u¢inke zdravljenja. V raziskavi “Molekularni oznacevalci odgovora na zdravljenje pri raku dojk”, Zelimo
raziskati, kateri genetski oznacevalci so povezani z nezelenimi uéinki zdravljenja z obsevanjem na kozi
in na srcu.

Klju¢ne besede: rak dojk, molekularni oznadevalci, zdravljenje z obsevanjem, neZeleni ucinki
zdravljenja

Uvod

Rak dojk je najpogostejsi rak pri zenskah v razvitem svetu in drugi najpogostejsi vzrok
smrti zaradi raka pri Zenskah (1). Z dopolnilnim obsevanjem bolnic po operaciji raka
dojk pomembno izboljsamo lokalno kontrolo bolezni. Kot vsako zdravljenje, ima tudi
obsevanje nezelene zgodnje in kasne ucinke, ki lahko pomembno vplivajo na kakovost
zivljenja, vendar med bolniki obstajajo razlike v njihovem pojavljanju. Zaenkrat ne
poznamo metode, s pomodjo katere bi lahko Ze pred za¢etkom zdravljenja napovedali,
katere bolnice bodo imele bolj izrazene nezelene udinke, da bi temu prilagodili
zdravljenje z obsevanjem. Nekatere raziskave so Ze pokazale, da so genomski in plazemski
dejavniki (zunajceli¢ni vezikli in miRNA) lahko povezani z odgovorom na zdravljenje z
obsevanjem in pojavom nezelenih uéinkov (2, 3).

“Molekularni oznalevalci raka dojk” je naslov obsirne krovne raziskave, ki je bila s
strani Komisije za medicinsko Etiko Republike Slovenije in s strani ustreznih komisij na
Onkologkem institutu (OI) odobrena leta 2016, ko se je tudi zacela. Namen raziskave
je prepoznava novih molekularnih napovednih dejavnikov odgovora na zdravljenje
z obsevanjem pri bolnicah z rakom dojk s pomo¢jo klini¢nih podatkov, parametrov
obsevanja, podatkov slikovnih preiskav ter genetskih in plazemskih oznacevalcev.
Raziskava ima retrospektivni in prospektivni del. V okviru retrospektivnega dela
raziskave so nekateri rezultati Ze objavljeni; navedeni so v nadaljevanju (4).

V okviru prospektivnega dela raziskave protekata dva raziskovalna projekta ARRS.
Prvi projekt z naslovom “Molekularni napovedni dejavniki odgovora na zdravljenje
z obsevanjem pri raku dojk” (J3-1753) poteka od leta 2019 v sodelovanju med OI in
Institutom za biokemijo in molekularno genetiko Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani. Drugi projekt z naslovom “Novi pristopi za napovedovanje kardiotoksi¢nosti
pri obsevanju raka dojk” (J3-2527) pa poteka od leta 2020 in poleg obeh Ze omenjenih
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ustanov vklju¢uje Se Oddelek za kardiologijo Univerzitetnega klini¢nega centra
Ljubljana. V okviru obeh projektov trenutno poteka vklju¢evanje bolnic, prvi rezultati
pa bodo objavljeni prihodnje leto.

V retrospektivniraziskavismo zeleli preveriti, alije genetskavariabilnost vantioksidativnih
mehanizmih in v mehanizmih popravljanja poskodb DNA s homologno rekombinacijo
povezana s tveganjem za pojav poznih nezelenih u¢inkov obsevanja na koZi ter na srcu
pri raku dojk. Genetska variabilnost lahko povzrodi spremembe v delovanju ali izrazanju
encimov, to pa se odraza v stopnji obrambne sposobnosti celice pred oksidativnim
stresom ali v zmoznosti popravljanja DNA ter posledi¢no v izrazenosti nezelenih
ucinkov po obsevanju

Materiali in metode

V retrospektivni del raziskave smo vklju¢ili 101 bolnico s HER2 pozitivnim zgodnjim
rakom dojk, ki so bile zdravljene s trastuzumabom in dopolnilnim obsevanjem.
DNA smo izolirali iz brisov ustne sluznice. Za dolo¢anje izbranih polimorfizmov v
antioksidativnih genih (CAZ; SOD2, PON1, GSTP1, HIFI) in genih, ki sodelujejo pri
popravljanju DNA s homologno rekombinacijo (NBN, RADS51, XRCC3) smo uporabili
alelno specifiéni PCR. Za spremljanje poznih nezelenih u¢inkov na kozi smo uporabili
kriterije CTCAEv.3 in LENT-SOMA, za spremljanje nezelenih u¢inkov na srcu pa nivo
NT-proBNP (N-konec pro-B-tipa natriureti¢nega peptida), razred NYHA (New York
Heart Association) in spremembo LVEF (iztisni delez levega prekata). Povezavo med
genetskimi dejavniki in poznimi nezelenimi u¢inki obsevanja smo ovrednotili z uporabo
logisti¢ne regresije, kjer smo dolod¢ili razmerje obetov (RO) in 95 % interval zaupanja

(12).

Rezultati

Vetina bolnic je bila obsevana z odmerkom 25 x 2 Gy (84, 83,2 %), ostale pa s
17 x ali 18 x 2,5 Gy. Srednji ¢as spremljanja bolnic po obsevanju je bil 4,0 (2,6-5,4) leta.
Pri 12 (11,9 %) bolnicah so se pojavili pozni nezeleni u¢inki na kozi stopnje 2 po lestvici
CTCAE, 33 (32,7 %) bolnic pa je poro¢alo o poznih neZzelenih uéinkih stopnje = 2 po
LENT-SOMA kriterijih. Povisan NT-proBNP smo ugotovili pri 36 (35,6 %) bolnicah,
vi§ji razred NYHA pri 17 (16,8 %) bolnicah, do poslabsanja LVEF pa je prislo pri 9
(8,9 %) bolnicah.

Nosilci vsaj enega polimorfnega alela PONI rs854560 so imeli redkeje povisan
NT-proBNP (RO = 0,34; 95 % IZ = 0,15-0,79; p = 0,012), tudi po prilagoditvi
za starost (p = 0,017) . Nosilci vsaj enega polimorfnega alela PONI rs662 pa so
imeli v univariatni (RO = 4,44; 95 % IZ = 1,85-10,66; p = 0,001) in multivariatni
(p < 0,001) analizi pogosteje povisan N'T-proBNP. Nosilci vsaj enega polimorfnega alela
GSTPI rs1695 so imeli v multivariatni analizi prav tako redkeje povisan NT-proBNP
(p = 0,026), nosilci vsaj enega polimorfnega alela CAT rs1001179 pa v univariatni
analizi (p = 0,012) in po prilagoditvi za hiperlipidemijo in indeks telesne mase
(p = 0,023) vedje tveganje za visji razred NYHA. Po prilagoditvi za hipertenzijo in
socasno zdravljenje s taksani so imeli nosilci vsaj enega polimorfnega alela PONI
rs854560 (p = 0,036) ter vsaj enega polimorfnega alela CAT rs1001179 (p = 0,049)
vedje tveganje za pojav nezelenih u¢inkov obsevanja na kozi po kriteriju LENT-SOMA.
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Nosilci dveh polimorfnih alelov XRCC3 rs1799794 so imeli pogosteje pozne nezelene
u¢inke na kozi (RO = 5,83; 95 % IZ = 1,22-28,00, p = 0,028), tudi po prilagoditvi za
klini¢ne dejavnike (p = 0,014). Nosilci vsaj enega polimorfnega alela XRCC3 rs861539
pa so imeli redkeje nezelene ué¢inke na kozi (RO = 0,43; 95 % IZ = 0,18-1,00, p =
0,050), vendar povezava v multivariatni analizi ni bila ve¢ statisticno znaéilna (p =
0,097). Nosilci dveh polimorfnih alelov RADS51 rs12593359 so imeli manjse tveganje za
vi§ji razred NYHA (RO = 0,09; 95 % IZ = 0,01-0,79; p = 0,030), tudi po prilagoditvi
za klini¢ne dejavnike (p = 0,034). Nosilci dveh polimorfnih alelov RADS51 rs1801321
pa so imeli vedje tveganje za Visji razred NYHA v univariatni (RO = 10,0; 95 %
IZ = 1,63-61,33; p = 0,013) in multivariatni analizi (p = 0,027).

Razprava

S pojavom poznih nezelenih u¢inkov obsevanja na kozi so bili v na$i raziskavi statisti¢no
znacilno povezani polimorfizmi CAT, PON1 in XRCC3, s pojavom nezelenih u¢inkov
obsevanja na srcu pa polimorfizmi PONI, CAT, GSTPI ter RADSI.

V raziskavi smo identificirali nove genetske oznacevalce, povezane s poznimi nezelenimi
ucinki zdravljenja z obsevanjem na kozi in na srcu tudi po prilagoditvi za nekatere
klini¢ne dejavnike. To bi lahko pripomoglo k bolj$emu razumevanju odgovora na
zdravljenje in bolniku prilagojenemu zdravljenju pri bolnicah z rakom dojk.

Zahvala

Avtorice prispevka se zahvaljujemo vsem sodelavkam in sodelavecem OI, MF in UKC Lj,
ki sodelujejo v raziskavi. Zahvaljujemo se tudi vsem bolnicam, ki so Ze ali pa $e bodo
privolile v sodelovanje v raziskavi in s tem omogodile raziskavo.

Raziskovalna sredstva ARRS: J3-1753, ARRS J3-2527 in ARRS P3-0321.
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Uvod

Rak danke (RD) predstavlja priblizno 30 % vseh rakov debelega ¢revesa in danke
(RDCD).

Vectina bolnikov z RD, priblizno 50-60 %, ima ob postavitvi diagnoze lokalno in/ali
podro¢no napredovalo bolezen (LNRD), torej bolezen z visokim tveganjem za lokalno
in/ali sistemsko ponovitev bolezni. Oddaljeni zasevki ostajajo vodilni vzrok smrti
LNRD. Zavedanje vpliva posameznih dejavnikov na konéni izid zdravljenja bolnika
z LNRD je »iz ene medicine za vse« privedlo do stratificirane medicine, v kateri
bolnike lo¢imo (tj. stratificiramo) glede na tveganje ponovitve bolezni in posledi¢no
temu izberemo terapijo. S poznavanjem znacilnosti posameznega tumorja ter bolnikovih
zelja pa zdravljenje LNRD vstopa v ero personalizirane in precizne medicine.

Kdo potrebuje obsevanje in koliko?

Ameriske, Evropske in Slovenske smernice priporocajo predoperativno radiokemoterapijo
(KRT) ali kratek rezim obsevanja le pri bolnikih z LNRD. Cilj zdravljenja je tako
lokalna kontrola kot tudi zmanj$anje stadija tumorja in tako ve¢ja moznost radikalne
resekcije. Vedno bolj pa prihaja v ospredje potreba po zdravljenju, ki omogoca ohranitev
organa. V ta namen potekajo raziskave, ki proucujejo vpliv definitivne radiokemoterapije
oziroma samega obsevanja (raziskava Star-Trec) ali kombinacije obsevanja in lokalne
elscizije pri zgodnjem stadiju bolezni (raziskava Tresar) (1, 2).

V kolikor je nas cilj obsevanja le lokalna kontrola bolezni, lahko enakovredno izbiramo
med kratkim reZimom obsevanja, ki ji v nekaj dneh sledi operacija ali KRT in operacijo z
odlogom. Dve randomizirani raziskavi, ki sta primerjali oba na¢ina, sta namre¢ dokazali,
da med skupinama bolnikov ni bilo razlik v lokalni kontroli in prezivetju (3, 4).
V obeh paso v roki s KRT belezili statisti¢no znacilno visji delez popolnih patohistoloskih
odgovorov. Zato, ¢e je na$ cilj morebitna ohranitev organa, je rezim izbora KRT,
saj je v primerjavi z njo tudi kratek rezim z odlogom do operacije inferioren
(6 % proti 16 %) (5).

Z namenom dviga deleza popolnih odgovorov in izogib operacije se preizkusa
razli¢ne strategije intenzifikacije zdravljenja. Ena od preizkusanih je intenzifikacija

obsevanja (Tabela 1) (6). Ve¢ina objavljenih raziskav, ki so potekale v letih 2000-2017, je
bilo faz Il in z doznim razponom 55-65 Gy. Prikazane so v Tabeli 1.
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Tabela 1. Pregled raziskav z eskalacijo obsevalne doze

St EQD2 (a/ | -

Passoni et al. JROBP 2013 25 (cI3N+) 45,6 Gy/18 fr + 5-FU/ox 47,8 Gy 9-19 ted 18 %
Zhou et al. Radiat Oncol 55 Gy/25 fr + capox +
, 249
2014 78 (LNRD) konsolid. capox 2Dy 8 ed %
Hernando-Requejo et al. 0
Serahl Oncol 2014 74 (LNRD) 57,5 Gy/23 fr + cap 71,8 Gy 6-8 ted 31%
Wang et al. Dis Colon 0
rectum 2015 260 (LNRD) 50,6 Gy/22 fr + cap 51,9 Gy 6-16 ted 19 %
: ; T2/346,2/22 fr + cap T2/3 46,6 Gy
But-Hadzic et al. [JROBP $1 (ILI1I) 6.8 ted T
2016 T4 48,4 Gy/22 fr + cap T449,2 Gy
Alongi et al. Clin Transl 0
Oncol 2017 40 (T3N+) 60 Gy/30 fr+ cap 60 Gy 8-12 ted 25%
ipatelli et al. Radi |
Lipatelli ct ; . ?;dm Oncol ¢ (INRD)  525-57.5Gy/25fr +cap  52.9-65,1 Gy 6-12ted  22%

Opozorila bi na naso raziskavo BISER Jasne But-Hadzi¢ in sod., v kateri so bili bolniki z
LNRD obsevaniz intenzitetno moduliranim hipofrakcioniranim obsevanjem s so¢asnim
integriranim dodatkom doze in biolosko ekvivalentno dozo (EQD?2), nizjo kot v veéini
vkljuéenih raziskav. Delez pCR je bil 26 %, znizanje stadija T, N in celokupnega stadija
pa 68 %, 83 % in 87-odstoten. Uspesnost zdravljenja potrjujejo pravkar objavljeni 5-letni
rezultati: celokupno prezivetje 81 %, prezivetje brez bolezni 75 % in lokalna kontrola
95 %. V podskupini bolnikov s pCR je bil izid zdravljenja $e boljsi: celokupno prezivetje
92 %, prezivetje brez bolezni in lokalna kontrola pa kar 100 % (7, 8).

Kdo potrebuje kompletno neoadjuvantno zdravljenje (angl. Total
Neoadjuvant Therapy-TNT)?

TNT je intenzifikacija neoadjuvantnega zdravljenja, pri katerem je poleg KRT vsa
kemoterapija (KT) umesc¢ena v ¢as pred operacijo. Vse zgoraj omenjene smernice jo
priporocajo pri bolnikih z visokim tveganjem za lokalno in/ali sistemsko ponovitev
bolezni. Nekoliko se razlikujejo se po opredelitvi dejavnikov tveganja, predvsem pa po
zaporedju samih modalitet in rezimu obsevanja. Ameriske priporocajo indukcijsko KT
s kapecitabinom ali 5-fluorouracilom in platino (shema FOLFOX/CAPOX), ki ji sledi
KRT, evropske pa kratek rezim RT in KT v konsolidacijskem obdobju. Slednjo shemo
so pred dobrim letom sprejele tudi ameriske in dodale $e shemo indukcijske KT pred
kratkim rezimom RT. V zadnji izdaji so razsirili indikacije za TN'T, pri tumorjih T4N+
pa priporo¢ili indukeijsko KT z dodanim irinotekanom (shema FOLFOXIRI). Nasa
priporoéila vsebujejo KRT (privzeto po raziskavi BISER) in kombinacijo indukcijske
in konsolidacijske KT. Najpomembnej$e ugotovitve nedavno objavljenih rezultatov
primerjave te sheme s klasi¢nim zdravljenjem (KRT, operacija in adjuvntna KT) pri
bolnikih z visokim tveganjem za ponovitev bolezni (T4, N2, zajetost mezorektalne fascije
ali prisotnost ekstramuralne venske invazije), so povzete v tabeli (Tabela 2). V primerjavi
s klasi¢no predoperativno kemoradioterapijo je zdravljenje s TNT u¢inkovitejse, saj s tem
pristopom in ob uporabi prej omenjenih naprednih obsevalnih tehnik dosegamo visji
delez pCR (v 32 %), bolj$o komplianco pri sistemski kemoterapiji, ugodnej$o prognozo

59



prezivetja, vi$jo stopnjo znizanja stadija tumorja in bezgavk, visji delez radikalnih resekcij
in krajsi ¢as do zapore stome ob primerljivi celokupni toksi¢nosti in nizZji toksi¢nosti

stopnje 3 ali ve¢ (9).

Tabela 2. Najpomembnejse statisti¢no znacilne razlike med KRT in TNT v nasi raziskavi

statisti¢no znacdilne razlike KRT TNT
4xKT + KRT + 2xKT

Akutna toksi¢nost G3-5 14 % 3%

komplianca 68 % 89 %

APE 21% 17 %

pCR 17 % 32 %

Pooperativni zapleti 39 % 24 %
Cas do zapore stome 33 dni 20 dni

APE - apdominoperinealna resekcija; PCR - popolni patohistoloski odgovor

V primerjavi z edino do sedaj objavljeno raziskavo TNT zdravljenja pri bolnikih z
visokim tveganjem za ponovitev bolezni RAPIDO, v kateri so bili bolniki delezni
kratkega rezima RT in konsolidacijske KT, je nase TNT zdravljenje glede deleza pCR
32 % proti 28 %), akutne toksi¢nosti (3 % proti48 %), deleza operacijz ohranitvijo sfinktra
(83% proti 42 %), kompliance pri sistemskem zdravljenju (89 % proti 67 %), delezu pCR
(32% proti 28 %) in delezu pooperativnih zapletov (24 % proti 50 %) uéinkovitejSe in
tudi manj toksi¢no (10). Rezultati kratkoroénih prezivetvenih parametrov nase raziskave
bodo lahko izvedene v kratkem, saj mineva 2 leti od zdravljenja $e zadnjih vklju¢enih

bolnikov.

Izsledki nemske randomizirane raziskave faze II, v kateri so primerjali
indukcijsko s konsolidacijsko KT pri bolnikih z RD stadijev II in III (raziskava
CIAO/ARO/AIO-12), nakazujejo, daje shema TNT s konsolidacijsko KT u¢inkovitejsa
(delez pCR 25 % proti 17 %) ter manj toksi¢na (G3 akutna toksi¢nost 27 % proti 37 %)
(11). V prid konsolidacijski shemi pri¢ajo tudi delni izsledki randomizirane raziskave
faze III (Organ preservation in Rectal Cancer - OPRA), saj je bil delez bolnikov z
ohranjeno danko 58 % v primerjavi z indukcijsko, kjer je bil 43-odstoten (12).Glede

prezivetja brez bolezni in prezivetja brez pojava metastaz sta bila pristopa primerljiva.

Objavljene potencialne prednosti TNT s konsolidacisko KT so nas spodbudile k novi
raziskavi faze II » pick the winner«, v kateri bomo ob KRT (shema po raziskavi BISER)
v eni od podanaliz primerjali u¢inkovitost nasega standardnega TNT s tistim, pri

katerem bo vsa KT v konsolidacijskem obdobju (raziskava IKONA).

Neoperativni pristop pri bolnikih s cCR

Po TNT pri tretjini bolnikov dosezemo cCR. Neoperirani bolniki imajo tudi brez
definitivne operacije primerljivo lokalno kontrolo in prezivetje kot operirani s pCR,
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ob odliénem funkcionalnem izidu in kakovosti Zivljenja. Metaanalize in podatki
mednarodnih registrov navajajo lokalno ponovitev bolezni 15-25 % bolnikov, od tega jih
je vedina resljiva z operacijo. Prezivetje brez bolezni je 81-89 % in celokupno prezivetje

84-94 % (13, 14).

Vendar pa klini¢ni, s slikanjem z magnetno resonanco (MR) ocenjen ¢CR ni vedno
skladen pCR, zato bi bile nujno potrebne dodatne metode, ki bi pomagale prepoznati tiste
bolnike z resni¢nim popolnim odgovorom, da bi se lahko izognili nepotrebni operaciji
in z njo povezanimi morebitnimi zapleti. Z nedavno razvito tehnologijo tekocinske
biopsije za pridobitev in karakterizacijo cirkulirajo¢e tumorske deoksiribonukleinske
(ctDNA) iz preprostega odvzema periferne krvi, v kombinaciji z napredno tehniko
slikanja z MR bi tako lahko pridobili podatke o heterogenosti tumorskega genoma pred
in med zdravljenjem, hitreje ocenili odziv na neoadjuvantno in adjuvantno terapijo,
zaznavali nastajajo¢o odpornost na zdravila/terapijo in zaneslivej$e ocenili c¢CR.
Rezultati malostevilnih do sedaj objavljenih $tudij potrjujejo, da je zaznavanje ctDNA
po zaklju¢enem zdravljenju RD tudi zanesljiv slab napovedni dejavnik ponovitve in
razsoja bolezni. Pilotno raziskavo, s katero Zelimo prouditi vrednost ctDNA za oceno
cCR in napovedno vrednost za prezivetje bolnikov, zdravljenih s TN'T, smo zastavili tudi
na Onkoloskem institutu. Zal nam omejena finan¢na sredstva trenutno ne dopuséajo
njenega pricetka.

Zakljucek

Zdravljenje LNRD vstopa v obdobje precizne medicine in postaja vedno bolj zapleteno.
Stratifikacija bolnikov v podskupine in s smernicami priporo¢enim zdravljenjem se
bo v naslednjih letih sicer nadaljevala, vendar pa se bo $tevilo dejavnikov, na osnovi
katerih bomo bolnike stratificirali in $tevilo moznih kombinacij zdravljenja, ki jih bomo
lahko bolniku ponudili, strmo povedevalo. Spoznavamo nove prognosti¢ne dejavnike
za ocenjevanje stadija tumorja (z magnetno resonanco potrjena ekstramuralna venska
invazija, cirkulirajo¢a tumorska DNA, mikrobiomski test ¢revesa) in napovednike
odgovora tumorja na zdravljenje (genetski markerji; tkivni molekularni markerji - KRAS,
BRAF mutacije, mikrosatelitna nestabilnost; difuzijsko obtezena magnetna resonanca;
organoidi). Poleg tega tehni¢nega napredka pa postaja vse pomembnejse mnenje vsakega
posameznega bolnika, kaks$no zdravljenje si Zeli in kaj od njega lahko pric¢akuje.
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Izvleéek

Namen raziskave: Z raziskavo smo Zeleli oceniti varnost in uc¢inkovitost zdravljenja s hiperbari¢no

oksigenacijo (HBO) pri poskodbah po obsevanju medenice.

Materiali in metode: V raziskavo smo vkljudili 23 bolnikov. Stopnj0 tezav pred in po zdravljenju s
HBO smo ocenili z vprasalnikom EPIC in lestvico CTCAE v5.0. Uspesnost zdravljenja smo ocenili
glede na spremembe v stopnji tezav pred in po zdravljenju.

Rezultati: Pri 19-ih bolnikih (82,6 %) je prislo do izbolj$anja simptomov po lestvici CTCAE v5.0, pri
devetih bolnikih (39,1 %) so tezave povsem izginile, pri $tirih bolnikih (17,4 %) pa nismo ugotovili
izbolj$anja. Najvedji vpliv (sprememba stopnje po vprasalniku EPIC za 2) je imelo zdravljenje na
zmanj$anje hematohezije, bole¢ine, hematurije, in frekvence uriniranja.

Zakljucek: Zdravljenje s HBO predstavlja dodatno moznost zdravljenja kroni¢nih okvar ¢revesja in
mehurja, nastalih po obsevanju medenice.

Kljuc¢ne besede: hiperbari¢na oksigenacija, radiocistitis, radioproktitis, kroni¢ne posledice obsevanja

Uvod

Moderne tehnike obsevanja so pomembno pripomogle k zmanjsanju stranskih uc¢inkov
zdravljenja. Pri obsevanju medenice je moznost nastanka pomembnejsih stranskih
uc¢inkov $e vedno nezanemarljiva, saj gre za agresivno zdravljene bolnike, pri katerih
pri¢akujemo dolgotrajno prezivetje. Pozne posledice se lahko razvijejo Ze znotraj 3-6
mesecev po zakljucku zdravljenja: te so opredeljene kot zgodnje pozne posledice.
Ve¢inoma pa nastanejo okvare ve¢ let, obi¢ajno 2-3 leta po zaklju¢ku zdravljenja.
Incidenca kroni¢nega simptomatskega cistitisa je ocenjena na 5-10 %, kroni¢nega
hemoragi¢nega proktitisa pa na 1-5 % (1-3). Kroni¢ni radiocistitis opredeljuje skupek
ve¢ simptomov in znakov kot so: dizurija, polakisurija, urgenca, inkontinenca, bole¢ina
pri uriniranju; najbolj patognomoni¢en znak je rekurentna hematurija. Kroni¢ni
radioproktitis poleg hematohezije spremljajo $e povec¢ano izloc¢anje sluzi, kréi, proktalgija,
spremenjena konsistenca blata, pove¢ana frekvenca odvajanj in fekalna inkontinenca.
Nastanek poznih posledic obsevanja je odvisen od doze, volumna obsevanih tkiv, na¢ina
frakcionacije in obsevalne tehnike. Dodatni dejavniki tveganja so pridruzene bolezni,
kot so npr. sladkorna bolezen, uporaba antikoagulantne terapije, arterijska hipertenzija,
dodatno operativno zdravljenje in uporaba so¢asne kemoterapije.

Zdravljenje s 100 % kisikom s pomoéjo hiperbari¢ne komore je edino vzro¢no
zdravljenje, ki je na voljo za zdravljenje kroni¢nih poobsevalnih poskodb. 100 % kisik
naj bi z izboljsano oksigenacijo prizadetih tkiv vplival na angiogenezo, celjenje in manjso
moznost okuzbe ran, kratkotrajna vazokonstrikcija pa naj bi prispevala h kontroli
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aktivne krvavitve (1, 2). Randomiziranih raziskav s podro¢ja zdravljenja radiocistitisa in
radioproktitisa s hiperbari¢no oksigenacijo (HBO) je malo. Shao s sodelavci ni dokazal
bistvenega izbolj$anja hemoragi¢nega radiocistitisa s HBO v primerjavi z instalacijo
hialuronske kisline (4). V raziskavi RICH-ART je prislo do izbolj$anja simptomatike
kroni¢nega radiocistitisa zmerne stopnje (5). S podro¢ja radioproktitisa sta bili objavljeni
dve randomizirani raziskavi, HORTIS in HOT2, z nasprotujo¢imi si rezultati (6, 7).
Kasnej$a meta-analiza je potrdila potencialno vlogo HBO pri lajsanju tezav kroni¢ne ga
radioproktitisa (8). Utinkovitost zdravljenja s HBO, opredeljena s Stevilom bolnikov,
ki jih je potrebno zdraviti, da koristimo enemu bolniku (NNT - $tevilo, potrebnih
za zdravljenje, angl. number needed to treat), je pri radioproktitisu in radiocistitisu

priblizno 3 (6, 9).

Materiali in metode

V raziskavo smo vkljudili bolnike po obsevanju medenice. Indikacije za zdravljenje
s HBO so bile: radioproktitis, radiocistitis in postradiacijski analni mukozitis z
ulkusom. Pred zdravljenjem je bilo potrebno izkljutiti ponovitev bolezni, bolnike
s kroni¢no obstruktivno plju¢no boleznijo pa napotiti k pulmologu za oceno
sposobnosti za zdravljenje s 100 % kisikom. Bolniki so poleg klini¢nega pregleda in
osnovnih laboratorijskih preiskav za izklju¢itev drugih moznih vzrokov za tezave
opravili $e cistoskopijo in rektoskopijo ali kolonoskopijo. Stopnja tezav je bila ocenjena
pred in po zdravljenju s HBO: subjektivho, z anamnezo oziroma vprasalnikom
(EPIC, angl. The Expanded Prostate Cancer Index Composite), in objektivno z lestvico
CTCAE v5.0 (angl. Common Terminology Criteria for Advers Events verzija S.0).
Uspesnost zdravljenja s HBO smo ocenili glede na razliko v stopnji tezav pred in po
zdravljenju za razliéne opazovane parametre, povezane z odvajanjem blata in vode
kot so: inkontinenca, hematohezija, bole¢ina, urgenca, frekvenca, konsistenca blata,
inkontinenca, hematurija, dizurija, velikost curka urina. Zdravljenje je potekalo v
Centru za baromedicino Medicinske fakultete v Ljubljani. 100 % kisik so bolniki
vdihavali preko maske pri poviSanem zra¢nem tlaku, ki je bil za 1,4 do 1,5 bara visji od
normalnega. Terapija ali potop (dihanje) je trajala obi¢ajno 90 minut. Raziskava je bila
odobrena s strani Komisije za etiko in strokovno oceno protokolov klini¢nih raziskav
(ERID-KESOPKR/59) in Komisije za medicinsko etiko (MZ 0120-251/2016-4 KME
92-93/06/16,27/09/16).

Rezultati

V raziskavo smo vklju¢ili 23 bolnikov po obsevanju medenice. Znadilnosti vklju¢enih
bolnikov so predstavljene v tabeli 1. Tezave po obsevanju so se pojavile po srednjem ¢asu
15,1 meseca (rang 2-72) po zaklju¢ku zdravljenja. Vsi bolniki z izjemo dveh so predhodno
ze prejeli eno izmed oblik simptomatskega zdravljenja: pri hemoragi¢nem proktitisu
najveckrat budenozid ali mesalazin, redkeje koagulacijo z argonsko plazmo, ki sodi
med invazivne posege, pri hemoragi¢nem cistitisu pa hialuronsko kislino z/brez
antibioti¢ne terapije. Srednji ¢as od nastopa simptomov do pri¢etka zdravljenja v
hiperbari¢ni komori je znasal 23,2 meseca (rang 4-62), srednje Stevilo potopov pa je
bilo 40. Sestim bolnikom so se po prvem sklopu zdravljenja tezave ponovile, pet jih je
zdravljenje ponovilo dvakrat, en bolnik pa stirikrat.
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Tabela 1. Znadilnosti vklju¢enih bolnikov

Spremenljivka SD/min-max
Starost (leta) 70,3 12,1
Starost ob nastopu tezav (leta) 65,4 12,4
moski 19
Spl Zenski 4
prostata 14
materni¢ni vrat 4
Vrsta raka maternica 1
danka 1
zadnjik 3
kajenje 8
arterijska hipertenzija 8
Pridruzene bolezni/zdravila sladk.oma bc%ezen oL 3
kroni¢na atrijska fibrilacija 1
antikoagulantna terapija 1
antiagregacijska terapija 4
teleradioterapija 21
brahiterapija 2
Obsevanje teleradioterapija+brahiterapija 7
EQD2 (Gy) (10)* P 77
EQD2 danka (Gy) f 3 61,9 8,0
EQD2 mehur (Gy) af 3* 65,9 5,7
Dodatno zdravljenje operatini ?oseg ?
kemoterapija 4
od zaklju¢ka obsevanja do pojavov simptomov (meseci) 17,2 15,3
Cas od zakljucka obsevanja do zdravljenja v HBK (meseci) 40,4 20,9
od pojava simptomov do zdravljenja v HBK (meseci) 23,2 15,7
radiocistitis 5
Vzrok tezav radioproktitis 19
postradiacijski analni mukozitis z ulkusom 3
Preiskave pred HBK rektoskopija/kolonoskopija 18
cistoskopija 2
budenozid, mesalazin 18
hialuronska kislina, kortikosteroid 1
L argon laser 6
Zdravljenje pred HBK hidrokortizonska klizma 3
krioterapija 1
drugo (antibiotik, krioterapija, protibole¢inska terapija) 3
Zdravljenje s HBK $tevilo potopov (mediana) 40 25-154
$tevilo ponovitev (mediana) 1 1-4
pred HBK (mediana) 3 1-4
Stopnja simptomov po CTCAE* po HBK (mediana) 1 0-3
sprememba stopnje 2 0-3
inkontinenca 0 0-2
krvavitev 2 1-3
boleéina 2 1-2
danka urgenca 0 0-3
frekvenca 1 0-1
Sprememba stopnje simptomov konsistenca 0 0
po EPIC** (mediana) inkontinenca 0 0-3
krvavitev 2 2
dizurija 2 2
mehur urgenca 1,5 0-3
frekvenca 2 1-3
curek urina 1 1-3

N - Stevilo, povpre¢je, mediana; SD - standardna deviacija, min-max - najmanja-najve¢ja vrednost; HBK - hiperbari¢na komora; aff 2(10)* - af 2 za

prostato, 10 za ostale tumorje, 3 za kriti¢ne organe (mehur, danka); CTCAE v5.0 - angl. Common Terminology Criteria for Advers Events verzija 5.0;
EPIC - angl. The Expanded Prostate Cancer Index Composite
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Pri 19-ih bolnikih (82,6 %) je prislo do izbolj$anja simptomov, pri $estih (26,1 %) za
eno, Sestih (26,1 %) za dve in sedmih (30,4 %) za tri stopnje po CTCAE v5.0. Pri $tirih
bolnikih (17,4 %) smo opazali stagnacijo simptomov (slika 1). Izmed $tirih bolnikov,
ki niso odgovorili na zdravljenje, je en bolnik pric¢el zdravljenje s HBO 62 mesecev po
nastopu simptomov, drugi bolnik je bil napoten na HBO zaradi zgodnjih kroni¢nih
tezav 17 mesecev po obsevanju, tretja bolnica je pred¢asno zakljudila zdravljenje po 25-ih
potopih zaradi stenokardije in teZav z dihanjem, pri zadnjem bolniku pa je bil 3 mesece
po zdravljenju s HBO ugotovljen lokoregionalen progres bolezni. Pri devetih bolnikih
(39,1 %) so po zdravljenju s HBO tezave povsem izzvenele (srednji ¢as od zaklju¢ka HBO
do izbolj$anja simptomov 4,7 meseca, rang 0-12). Zdravljenje s HBO je bilo uspesno
tudi pri dveh bolnikih, ki sta pricela zdravljenje 6 let po zakljucku obsevanja. Utinek
zdravljenja je bil statisti¢no neznacilno boljsi, ¢e smo z zdravljenjem priceli znotraj dveh
let po nastopu tezav (p = 0.16). Bolniki so z vprasalnikom EPIC ocenili zmanjsanje za
2 stopnji pri naslednjih simptomih: hematohezija in bole¢ina pri defekaciji, hematurija,
dizurija in frekvenca uriniranja. Tezave so izzvenele po srednjem casu 2 mesecev (rang
0-15) po zdravljenju, pri enem bolniku je priSlo do izboljsanja Ze med zdravljenjem s

HBO.
1 | 3 L § § T B ]
o
-u. | |
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Slika 1. Sprememba v stopnji simptomov po CTCAE v5.0 pred in po zdravljenju s hiperbari¢no
oksigenacijo pri posameznih bolnikih

W

w

Spremamba stopnje

Dvabolnika sta imela med potopi teZave, eden s tiS¢anjem za prsnico in tezkim dihanjem,
drugi v obliki epilepti¢nega napada. Po zaklju¢ku zdravljenja sta kontrolni cistoskopija
in rektoskopija pri bolnikih z odgovorom na zdravljenje s HBO pokazali na mestu
predhodnih ulkusov zabrazgotinjeno sluznico, z neenakomerno, a manj vulnerabilno
zilno risbo blagega proktitisa ali cistitisa.
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Razprava

HBO predstavlja eno izmed moznosti zdravljenja poskodb po obsevanju medenice. Pred
pri¢etkom zdravljenja s HBO je smiselena uporaba neinvazivnih metod zdravljenja,
kot so hialuronska kislina pri hemoragi¢nem cistitisu oziroma budenozid in mesalazin
pri hemoragi¢nem proktitisu. Te omogocajo takojSen in cenovno sprejemljiv pricetek
zdravljenja na domu. Po nekaterih raziskavah naj bi tak$no zdravljenje trajalo najmanj
tri mesece (7). Po HBO smo izbolj$anje simptomov dosegli pri 82,6 % bolnikov. V
primerjavi z drugimi raziskavami je ta odstotek primerljiv in celo nekoliko vi§ji (5, 10).
Tezave so povsem izvenele pri 39,1 % bolnikov, najpogosteje znotraj treh mesecev po
zaklju¢ku zdravljenja, kar je skladno z ugotovitvami drugih raziskav (5). Vedji u¢inek
zdravljenja lahko pri¢akujemo, ¢e pri¢nemo zdraviti dovolj zgodaj, ko $e ni prislo do
nastanka ¢vrste fibroze, ki zmanj$uje u¢inek 100% kisika. V nasi raziskavi, podobno kot
v nekaterih drugih, tega nismo potrdili, saj je bil pozitiven u¢inek zdravljenja ugotovljen
tudi pri bolnikih, ki so pri¢eli z zdravljenjem 6 let po zaklju¢ku obsevanja (4, 5). U¢inek
na zdravljenje je bil statisti¢no neznacilno boljsi, ¢e smo k zdravljenju pristopili znotraj
dveh let po nastopu simptomov. Zdravljenje s HBO se lahko ponovi, v kolikor se tezave
ponovno pojavijo. Druge raziskave zdravljenja radiacijskega cistitisa s HBO so prav tako
potrdile pozitiven vpliv na hematurijo, dizurijo in frekvenco uriniranja (4, 10). V nasi
skupini je samo pri enem bolniku tri mesece po zdravljenju s HBO prislo do progresa
tumorja. Ostale raziskave do sedaj niso potrdile vzro¢ne povezave med HBO in ve¢jo
moznost progresa tumorja na racun neovaskularizacije in/ali tvorbe prostih radikalov
(4, 6). Slabost nase raziskave je brez dvoma majhno Stevilo vklju¢enih bolnikov, kar
onemogoca podrobnej$o statisticno analizo. V na$i raziskavi tudi nismo ovrednotili
moznega placeba udinka in spontanega izbolj$anje simptomov, ki ga omenjajo nekatere
randomizirane dvojno slepe raziskave (5, 6).

Kljub izbolj$anju obsevalnih tehnik in zmanj$anju stranskih ué¢inkov zdravljenja, je
v bodoée pricakovati porast potrebe po tovrstnem zdravljenju na racun pogostejsih
ponovnih obsevanj (re-iradiacij), ki jih omogocajo napredne obsevalne tehnike.
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Izvleéek

V raziskavi smo proudevali vlogo kvantitativnih lastnosti posnetkov F-FDG PET in ugotovili, da
je iRADIOMICS obetajo¢ slikovni bioloski oznacevalec, ki bolje napove odgovor na zdravljenje s
pembrolizumabom pri bolnikih z razsejanim nedrobnoceli¢nim rakom plju¢ kot standardne metode.

Uvod

Rak plju¢ je tretji najpogostejsi rak v Sloveniji in najpogostejsi vzrok smrti zaradi
raka. Leta 2017 je na novo zbolelo 1457 bolnikov; pri 80 % bolnikov smo potrdili
nedrobnoceli¢ni rak plju¢ (NDPR), 50 % bolnikov pa je imelo ob diagnozi razsejano
bolezen (1). Pri bolnikih z razsejanim NDPR brez izrazenih mutacij, se je v zadnjih
letih v prvi liniji za u¢inkovito pokazala imunoterapija z zaviralci imunskih kontrolnih
to¢k (ICI) kot monoterapija ali pa v kombinaciji s kemoterapijo (2). Kljub temu, da
molekularni oznadevalec PD-L1 ni napovedni dejavnik odgovora na zdravljenje z ICI,
nam njegova izrazenost pomaga pri izboru bolnikov, ki bodo imeli najve¢jo dobrobit
od zdravljenja. Radioloski odziv na ICI je drugac¢en kot pri klasi¢ni sistemski terapiji,
zato se trenutno uporablja kriterije iRECIST (immune response evaluation criteria
in solid tumors) (3). Zaradi pomanjkljivosti se raziskuje druge neinvazivne slikovne
bioloske oznacevalce, s katerimi bi lahko zgodaj napovedali, kateri bolniki na zdravljenje
ne bodo odgovorili. Hitro razvijajo¢e se podroéje analize medicinskih slik, tako
imenovana “radiomika’, je pristopila k problemu z ra¢unanjem Stevilnih kvantitativnih
lastnosti (t.i. teksturnih metrik) iz slik, pridobljenih z razli¢nimi vrstami medicinskega
slikanja (4). Radiomska analiza omogoca vpogled v skrite informacije o tumorju, ki
navadno ocem niso vidne, kot npr. informacijo o prostorski heterogenosti slikanih
tumorjev. '*F-fluorodeoksiglukoza pozitronska emisijska tomografija/racunalniska
tomografija ("*F-FDG PET CT) je standardna preiskava v diagnostiki plju¢nega raka,
oceni odziva na terapijo in nacrtovanju obsevanja. Z uporabo *F-FDG PET CT kot
napovednega biomarkerja zdravljenja z ICI se raziskuje prostorska heterogenost, za
katero se predpostavlja, da odgovarja dejanski bioloski heterogenosti tumorja, kot je npr.
heterogenost v tumorskem fenotipu in genotipu (5). Trenutno ni standardiziranih metod
za izbiro radiomskih metrik z najvedjo napovedno moéjo iz celotne skupine obstojecih,
prav tako pa ni standardov za porocanje in ocenjevanje dobljenih rezultatov.

Namen nase raziskave je bilo prouditi, ali radiomske znadilnosti slik '*F-FDG PET pri
bolnikih z razsejanim NDPR, ki jih zdravimo z ICI, napovedo odgovor na zdravljenje
natanéneje od trenutnih tumorskih oznacevalcey, ki jih uporabljamo v klini¢ni praksi (7).
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Materiali in metode

Od januarja 2017 do marca 2019 smo vklju¢ili 30 bolnikov z razsejanim NDPR,
ki so pri¢eli zdravljenje s pembrolizumabom. Vsi bolniki so imeli opravljen
BE-FDGPET/CT pred za¢etkom zdravljenja ter en in Stiri mesece po pric¢etku zdravljenja.
Bolniki s celokupnim prezivetjem (OS) > 14,9 meseca so bili opredeljeni kot odzivniki.
Izbrani prag je bilo mediano prezivetje v multicentri¢ni raziskavi KEYNOTE-010
(podskupinabolnikovzNSCLCsPD-L1 > 50 %,zdravljeniz odmerkom pembrolizumaba
2 mg/kg) (6). Analizirali smo povezave Sestih robustnih radiomskih metrik
(2 volumetri¢ni in 4 teksturne) primarnih tumorjev z OS, za kar smo uporabili Mann-
Whitney U-test, Coxovo regresijsko analizo in analizo krivulje ROC. iRADIOMICS
smo oblikovali na podlagi univariatnega in multivariatnega logisti¢nega modela z najbol;
obetajo¢imi metrikami. Napovedno mo¢ iRADIOMICS smo primerjali z napovedno
modjo deleza tumorskih celic z izrazenim PD-L1 ter s kriteriji iRECIST, za kar smo
uporabili analizo krivulje ROC.

Rezultati

Demografske znadilnosti bolnikov so navedene v Tabeli 1. Srednji OS vseh bolnikov
je bil 15,9 meseca ob srednjem casu spremljanja 21,4 mesecev. Najve¢jo napovedno
mo¢ radiomskih metrik na "F-FDG PET/CT smo belezili pred zdravljenjem. Pred
zdravljenjem sta se za znadilno razli¢ne med odzivniki in ne-odzivniki pokazali teksturni
metriki Entropy-GLCM (p = 0,046) in Small Run Emphasis (SRE) (p = 0,001). ROC
krivulja je pokazala visoko napovedno vrednost za SRE (AUC = 0,85), medtem ko so
bile napovedne vrednosti ostalih metrik zmerne (0,6 < AUC < 0,8). En mesec po zatetku
zdravljenja je bil le volumen znadilno razli¢en med odzivniki in ne-odzivniki (p = 0,035,
AUC =0,75), pri 4 mesecih pa nobena metrika ni bila zna¢ilno razli¢na. Za SRE, ki se je v
vseh statisti¢nih testih pokazal kot najbolj informativen, smo naredili krivuljo prezivetja s
Kaplan-Meier metodo med skupinama, ki sta bili oblikovani glede na mediano vrednostjo
SRE. Srednji OS pri odzivnikih je bil 17,6 mesecev, pri ne-odzivnikih 9,6 mesecev
(p =0,032) (Graf 1). Analizo prezZivetja v odvisnosti od radiomskih metrik smo opravili
tudi s Coxovo regresijsko analizo, v kateri smo v univariantni analizi potrdili volumen
tumorja, DE (angl. Difference Entropy) in SRE pred zdravljenjem kot napovedni
dejavnik za prezivetje, v multivariantni analizi sta se kot napovedni dejavnik pokazala

DE in SRE (p = 0,006).

Analizirali smo tudi napovedno mo¢ iRADIOMICS (izhodni), iRECIST (prviin Cetrti
mesec) in PD-L1 (izhodni). Multivariatna analiza i RADIOMICS se je izkazala boljsa
od trenutnih standardov tako s stali$¢a napovedne mod¢i kot ¢asovno, ¢e primerjamo
AUC (95 % CI) in natan¢nost napovedi (standardne deviacije): iRADIOMICS
(pred zdravljenjem), 0,90 (0,78 - 1,00), 78 % (18 %); PD-L1 (pred terapijo)
0,60 (0,37 - 0,83), 53 % (18 %); iRECIST (1. mesec), 0,79 (0,62 - 0,95), 76 % (16 %);
iRECIST (4. mesec), 0.86 (0.72 -1.00), 76 % (17 %).
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Tabela 1. Znacilnosti bolnikov

Vsi bolniki

(razpon)

Odzivniki
(0S>14,9 meseca)

Ne-odzivniki
(0OS>14,9 meseca) p-vrednost

mediana (razpon)

mediana (razpon)

Stevilo bolnikov 30 16 14

Starost (leta) 65 (46 -77) 67 (48 -76) 61 (46 -77) 0,298
PD-L1 (%) 75 (3 - 100) 77.5 (3 - 100) 75 (10 - 100) 0,933
Spol 0,715

Zenske 15 9 6

Moski 15 7 8
Histologija 0,532

Adenokarcinom 17 8 9

Plos¢atoceli¢ni karcinom 4 4

Drugo 4

ECOGPS 0,162

0 8 2 6

1 18 12 6

2 4 2 2
Linija zdravljenja 0,096

1 15 10 S

2 13 4 9

3 2 2
Paliativna RT med
imunoterapijo O
Ne 24 12 12
Da 6 4 2

Okrajsave: ECOG PS - stanje zmogljivosti, OS - prezivetje

075
=
a
]
-
G s
s
[
5
w0
LU
0,0
g
&

Sirala == Small Run Emphasis > median

p=0032

E
Mumibesr af resd n (%)
115 (100}

14 [83)

Small Run Emphasis < madian

10 15
Time [months]

14 (93) 11 (73}

Tirma [monta]

6 {33)

3 (20) o0y

Graf 1. Prezivetje bolnikov glede na vrednost SRE, ki je bila najpomembnej$a napovedna

metrika.
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Zakljucek

iRADIOMICS se je pokazal kot obetajo¢ slikovni bioloski oznacevalec, ki bi lahko bolje
napovedal odgovor na zdravljenje z ICI pri bolnikih z razsejanim NDPR. Bolnikom,
katerim bi iIRADIOMICS napovedal, da najverjetneje ne bodo odgovorili na zdravljenje
z ICI, bi lahko ponudili druga¢no vrsto zdravljenja. Nase rezultate je potrebno potrditi
na ve¢jem vzorcu bolnikov z razsejanim NDPR.
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Izvlecek

Raziskava dolo¢uje infiltracijo imunskih celic (CD4+, CD8+ limfocitov T in makrofagov) v mi$jem
tumorskem modelu raka debelega ¢revesja CT26 in raka dojke 4T1 po genskem elektroprenosu
kemokinov CCL5 in CCL17 v kombinaciji z enkratnim obsevanjem.

Kljuc¢ne besede: tumorsko mikrookolje, fluorescen¢na mikroskopija, genski elektroprenos, kemokini

Uvod

V zadnjem dasu se velik pomen v procesu karcinogeneze pripisuje tumorskemu
mikrookolju, ki pa je heterogeno, saj ga poleg tumorskih celic tvorijo tudi stromalne
celice, fibroblasti, ter razli¢ne imunske celice (1). Vrsta in koli¢ina imunskih celic se
med tumorskimi modeli razlikuje, zato lahko tumorje opredelimo glede na imunski
status. Skrajna pola tako predstavljajo vnetni tumorji z visoko infiltracijo efektorskih
imunskih celic, ter imunsko zapu$éeni tumorji z malo imunskimi celicami ali pa z
visoko infiltracijo supresorskih imunskih celic (2). Stopnja infiltracije imunskih celic
v tumorsko tkivo lahko vpliva na potek bolezni in u¢inkovitost terapij, zato so terapije
z imunomodulatornimi u¢inki pomembne. Ena izmed takih je tudi genska terapija,
ki temelji na genskem elektroprenosu (GET) vnetnih kemokinov CCL5 in CCL17 v
tumorje (3). Poleg tega je bila povecana prisotnost imunskih celic v tumorjih opazena
tudi kot eden izmed ucinkov obsevanja, ki ga pri zdravljenju raka prejme ve¢ kot polovica
bolnikov (4-6). Zaradi tega se obsevanje Ze uporablja v kombinaciji z imunoterapijami
zaviralcev imunskih kontrolnih to¢k. Ni pa e raziskano ali lahko s kombinirano terapijo
GET kemokinov in obsevanja $e pove¢amo infiltracijo imunskih celic v tumor.

Materiali in metode

Sestavo tumorskega mikrookolja misjega tumorskega modela raka debelega ¢revesja
CT26 in raka dojke 4T1 po kombinirani terapiji GET kemokinov in obsevanja smo
dolo¢evali z imunofluorescenénim barvanjem. Oba tumorska modela rasteta na singeni
misji liniji Balb/c, razlikujeta pa se po imunskem statusu. Tumorji CT26 spadajo med
vnetni tumorski model, medtem ko tumorski model 4T1 velja za imunsko zapuscenega.
Vzorci podkozno nasajenih tumorjev so bili pridobljeni v sklopu prejs$nih raziskav
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(8t. dovoljenja: U34401-1/2015/7). Tumorji so bili tretirani s terapijo GET plazmidne
DNA z zapisom za kemokina CCLS5 ali CCL17, ter kontrolnim plazmidom pDNA Ctrl
v kombinaciji z obsevanjem z ekratno dozo (10 Gy). Tumorji so bili odvzeti sedmi dan
od zaletka terapije, in nato hitro zamrznjeni. Zmrzle tkivne rezine so bile pripravljene
z uporabo kriostata in nato pobarvane s primarnimi protitelesi specifi¢nimi proti
antigenom CD4, CD8, F4/80 in CD31 ter seckundarnimi fluorescen¢nimi protitelesi
proti primarnim protitelesom. Uporabili smo tudi barvilo Hoechst 33342, ki oznaduje
celicna jedra. Vzorce smo pregledali s konfokalnim mikroskopom Zeiss LSM 800.
Uporabljene flurokrome smo vzbujali z laserji valovnih dolZin 405 nm, 488 nm, 561
nm ali 640 nm. Emitirano svetlobo pa smo zajeli z detektorjem iz galijevega fosfida
(GaAsP) v kombinaciji z nastavljivim dikroi¢nim filerom ter fileri specifi¢nimi za
emitirano svetlobo posameznih fluorokromov. Za zajem slik smo uporabili program

Zen 2.5 (Carl Zeiss), za analizo slik pa program Imaris (Bitplane).
Rezultati

Primerjava stopnje infiltracije posameznih imunskih celic v tumorsko tkivo je
pokazala, da se $tevilo CD4+ in citotoksi¢nih CD8+ limfocitov T pri obeh tumorskih
modelih poveca Ze po samem obsevanju z enkratno dozo 10 Gy. Prav tako je stevilo
infiltriranih CD8+ limfocitov T pri obeh tumorskih modelih viS§je po kombinirani
terapiji GET kontrolnega plazmida (pDNA Ctrl) in obsevanja z 10 Gy v primerjavi
s kontrolo. Najve¢ja sprememba v Stevilu infiltriranih CD8+ limfocitov T v
primerjavi s kontrolo pa je bila pri tumorskem modelu CT26 po kombninirani terapiji
GET CCL17 in obsevanja z 10 Gy, kar prikazuje tudi spodnja slika (Slika 1). Najveéja
infiltracija CD4+ limfocitov T in makrofagov v primerjavi s kontrolo je bila opazena pri
kombinirani terapiji GET CCLS5 in obsevanja z 10 Gy pri obeh tumorskih modelih.

GET GET
Ctrl IR 10 Gy pONA E!ri +IR 10 Gy CCLS + IR 10 Gy CCLAT + IR 10 Gy

N --...
) -. ... |

Slika 1: Infiltracija citotoksi¢cnih CD8+ limfocitov T v tumorsko tkivo. Slika prikazuje
robove tumorskih rezin tumorjev CT26 in 4T1 na sedmi dan od zaletka terapije. Rezine
tumorskega tkiva so bile pobarvane z anti-CD8 (ciano-modra, Cy3), anti-CD31 (rdeca, Alexa
Fluor 647) in Hoechst 33342 (modra). Skala: 100 um
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Razprava

Preliminarni rezultati imunofluorescenénega barvanja zmrzlih tumrskih rezin kazejo, da
kombinirana terapija GET kemokinov in enkratnega obsevanja z dozo 10 Gy prispeva
k vi3ji infiltraciji CD4+ limfocitov T in citotoksi¢énih CD8+ limfocitov T v tumorsko
tkivo. Poznavanje dinamike infiltracije imunskih celic v tumorsko tkivo po obsevanju ali
po kombinirani terapiji bo pomagalo pri razumevanju mehanizmov odziva tumorja na
terapijo ter pri nadaljnji optimizacije kombinirane terapije.

Zahvala

Raziskava je bila izvedena v okviru magistrske naloge bolonjskega Studija 2. stopnje
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00181 Rim, ltalija Datum zadnje revizije besedila: 14. 10. 2019

Pred svetovanjem ali izdajo preberite celoten Povzetek glavnih znagcilnosti zdravila.

Samo za strokovno javnost.

PR/BSI/BEN/2021/007

Datum priprave informacije: november 2019 :

Odgovoren za trzenje: Bonifar d.o.o. ANGELINI
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