KARAKTERIZACIJA IMUNSKEGA ODZIVA MISJIH
TUMORJEYV PRI RADIOTERAPIJI IN ELEKTROPRENOSU
PLAZMIDNE DNA Z ZAPISOM ZA KEMOKINE

Lucija Kozjek Mencinger', Tim Bozi¢*?, Gregor Ser$a'?, Maja Cemazar®, Bostjan
Markelc!?

! Zdravstvena fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zdravstvena pot S, Ljubljana, SI-1000, Slovenija

2Oddelek za eksperimentalno onkologijo, Onkoloski institut Liubljana, Zaloska cesta 2, Ljubljana, SI-
1000, Slovenija

3 Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Viazov trg 2, Ljubljana, SI-1000, Slovenija
* Fakulteta za vede o zdravju, Univerza na Primorskem, Polje 42, 6310 Izola, Slovenija

Elektronski naslov: lucijakm@gmail.com

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.
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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 uéinkovitost 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 toc¢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
dolocevali 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 prejsnih 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 specifiénimi proti
antigenom CD4, CD8, F4/80 in CD31 ter sekundarnimi fluorescenénimi protitelesi
proti primarnim protitelesom. Uporabili smo tudi barvilo Hoechst 33342, ki oznaluje
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 filtrom ter filtri 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 viSje 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.
- -....
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Slika 1: Infiltracija citotoksi¢nih 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 pm

GET GET GET
Cirl IR 10 Gy pOMA Ctrl + IR 10 Gy CCLS + IR 10 Gy CCLAT + IR 10 Gy
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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.
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