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Izvlec¢ek

Kombinacija radioterapije z drugimi terapijami je dobro uveljavljen pristop k zdravljenju raka, saj se
na ta nacin izbolj$a izid terapije. V zadnjem casu je veliko pozornosti namenjene tudi tumorskemu
zilju, saj je to klju¢no za rast, razvoj in napredovanje tumorjev. Z vplivanjem na tumorsko Zilje in
prekrvavitev tumorjev lahko vplivamo na obéutljivost tumorjev na ionizirajoce sevanje in izbolj$amo
njegov protitumorski u¢inek. Pomemben aspekt je kombinacija uti$anja vecih signalih poti tumorskega
endotelija so¢asno, med pomembnima tar¢nima molekulama pa sta CD105 ter MCAM. S pomodjo
genskega elektroprenosa takih terapevtskih plazmidov, ki nosijo zapis za antiangiogene molekule in
nimajo zapisa za antibioti¢no rezistenco, razvijamo nov pristop kombiniranega zdravljenja, ki ima velik
translacijski potencial za klini¢ne $tudije.

Obsevanje

Med klasi¢ne pristope zdravljenja raka sodi radioterapija, kjer lokalno ciljamo tumorsko
maso. lonizirajoée sevanje uspesno pobija celice preko neposrednih in posrednih
poskodb DNA (1) inspodbudi delovanje imunskega sistema. Imunomodulatorni ué¢inek
povzrodijo Stevilni citokini, v tumorskem mikrookolju pa zaradi sporo¢anja tumorskih
antigenov iz apoptotskih in nekroti¢nih celic, pride do aktivacije imunskih celic, ki
spodbudijo delovanje citotoksi¢nih T limfocitov, T-celic: te nato lazje prepoznavajo
tudi viabilne tumorske celice (2). Mozno je, da obsevalne poskodbe niso letalne in da
tumorska celica uspe ohraniti svojo viabilnost (3). To predstavlja tezavo pri zdravljenju
predvsem veéjih in slabo dostopnih tumorjev, ki so ve¢inoma hipoksi¢ni in zato
bolj radiorezistentni. Potreben je drugalen nacdin zdravljenja, med obetavne pa sodi
modulacija tumorskega zilja in s tem prekrvavljenosti tumorske mase.

Zilno ciljane terapije

Tumor potrebuje lastno Zilje za nemoteno samooskrbo z metaboliti, hranili in kisikom,
ter za nadaljnji razvoj in metastaziranje. Za omejitev rasti tumorja in doseganje
boljsih terapevtskih uc¢inkov lahko uporabljamo Zilno ciljane terapije, ki jih delimo v
dve podskupini; antiangiogene ter Zilno razdiralne terapije. V prvi, avaskularni fazi
tumorske rasti je difuzija snovi iz okolice v tumor $e ustrezna (4). Na tej stopnji se lahko
uporabi razli¢ne zaviralce angiogenih faktorjev, ki preprecijo nastanek tumorskega zilja.
Take terapije so antiangiogene in med prevladujo¢imi taréami je predvsem vaskularni
endotelni rastni faktor (VEGF) in njegove signalne poti. Z antiangiogenimi terapijami
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lahko normaliziramo tumorsko Zilje, kar vodi v bolj$o oksigenacijo tumorjev (5).

Drug na¢in, zilno razdiralne terapije, uporabljamo pri ve¢jih tumorjih v vaskularni fazi
rasti. Unicenje Zilja spodbudi nastanek centralne hemoragi¢ne nekroze ter ishemije,
ki spodbudita kaskado umiranja tumorskih celic, ter so¢asno nastanek viabilnega
okisgeniranega roba (5).

Uc¢inki kombinacije obsevanja in Zilno ciljanih terapij

Kljub dobrim rezultatom uporaba samo Zilno ciljane terapije le redko privedejo do
popolnih ozdravitev in uni¢enja tumorjev. Zaradi tega jih najveckrat kombiniramo
z drugimi terapijami, kot je obsevanje. Za uéinkovito obsevanje je klju¢nega pomena
primerna oksigenacija tumorjev, zato je kombinacija Zilno ciljane terapije ter radioterapije
obetaven pristop, s katerim lahko doseZzemo radiosenzibilizacijo tumorjev.

Ucinkikombinirane antiangiogene terapije in radioterapije so se pokazali kot sinergisti¢ni
in aditivni, z dobrim protitumorskim u¢nikom. V klini¢nih $tudijah se najpogosteje
uporablja bevacizumab, monoklonsko protitelo, ki vpliva na izrazanje VEGF signalne
poti, v kombinaciji z obsevanjem ter z nekaterimi kemoterapevtki za zdravljenje razli¢énih
vrst raka, pri ¢emer pa se kljub dobrim protitumorskim ué¢inkom in visokim delezem
popolnih ozdravitev lahko pojavijo hudi, tudi potencialno letalni stranski u¢inki. Poleg
tega imajo protitelesa tudi krajsi ¢as delovanja, tumorji pa razvijejo nanje rezistenco in
preko povratnih zank aktivirajo druge signalne poti, neodvisne od utisanih (6).

Zakombiniranje Zilno razdiralne terapije in obsevanja so bili dalj ¢asa prisotni zadrzki, saj
unicenje tumorskega Zilja privede do centralne nekroze tumorjev, ki bi lahko pripomogla
k vigji radiorezistenci tumorjev. Vendar pa so ugotovili, da v tumorju po zilno razdiralni
terapiji nastane dobro oksigeniran in viabilen rob, ki je potencialna taréa obsevanja.
Z unicenjem obstojecega zilja se tako odstrani slabo oksigenirano radiorezistentno
subpopulacijo tumorskih celic (5). V primerjavi z antiangiogenimi terapijami je na tem
podrodju izvedenih manj klini¢nih $tudij, kljub temu pa so uspeli dokazati, da so take
terapije podaljsale prezivetje nekaterih onkoloskih pacientov (7).

Zato so potrebne raziskave, usmerjene v nove, bolj ciljane terapije, ki imajo bolj
specifi¢no in dolgotrajno delovanje, s katerimi bo doseZen boljsi protitumorski u¢inek in
ve¢ popolnih ozdravitev z minimalnimi stranskimi u¢inki.

CD105

Ena izmed alternativnih taré zilno ciljane terapije je CD105 (ENG, endoglin) (8).
CDI105 je ko-receptor receptorskega kompleksa transformirajoéega faktorja beta
(TGF-B), ki skupaj z ligandi tvori kompleksen signalni sistem, sodelujo¢ v razli¢nih
celi¢nih procesih, ki uravnavajo migracijo, proliferacijo, diferenciacijo ter adhezijo celic.
V razli¢nih iz vitro raziskavah so dokazali, da ima uti$anje izrazanja CD105 antiangiogeni
ucinek, kar je posledica delovanja na endotelijske celice. Na tumorskih modelih se je
njegovo uti$anje odrazalo v znac¢ilnem zaostanku v rasti tumorjev in protimetastatskem
ucinku, ki sta bili posledici obeh Zilno razdiralnih u¢inkov. CD105 so ciljali predvsem
z uporabo protiteles (8,9), boljsa ucinkovitost pa se je dosegla pri uporabi bolj tar¢nih
molekul z dalj$im delovanjem. Med te sodijo mala interferenéna RNA (siRNA) (10) ter
mala lasni¢na RNA (shRNA) (11,12), z delovanjem po mehanizmu interference RNA.
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Utinke delovanja iz vivo smo dokazali tudi s pomodjo histoloskih analiz tumorjev in na
modelu dorzalnega okna, kjer se je pokazala korelacija med pretokom krvi in povr$ino
zil v tumorju (13).

CD146

Tudi molekula CD146 (MCAM, melanoma cell adhesion molecule) je prav tako
pomembna v tumorskem endoteliju. Ta sodeluje pri $tevilnih znotrajceli¢nih signalnih
poteh , ki omogocajo nastanek metastaz in angiogenezo, vodijo v migracijo normalnih
in invazijo tumorskih celic, inhibirajo apoptozo ter povelujejo sposobnost prezivetja
tumorskih celic. Zaradi raznovrstnosti je ta molekula zanimiva taréa: nas zanima
predvsem kot alternativa TGF-B signalne poti v procesu angiogeneze. Znano je, da je
CD146 koreceptor VEGF-R2 in v endotelijskih celicah aktivira NF-xB (jedrni faktor
kapa B) ter s tem spodbuja transkripcijo proangiogenih faktorjev (IL-8, IL-6, VEGE,
ICAM-1, celi¢ne adhezijske molekule zil VCAM-1, metaloproteinaze matriksa itd.)
(14). Dokazano je, da ima utiSanje izrazanja molekule CD146 z molekulami shRNA
antiangiogeni u¢inek v endotelijskih celicah, kot tudi protitumorski u¢inek na celice
melanoma, ki ga izrazajo (15,16).

Genski elektroprenos plazmida

Molekule shRNA se v taréne celice vnasa kot del plazmida, ki se v njenem jedru prepise
v pre-shRNA. Nato v citoplazmi poteka odstranitev lasni¢ne zanke, nastane siRNA, ki
nadalje z vezavo v razli¢nih encimskih kompleksih privede do vezave na taréno mRNA.
S tem povzro¢i njeno razgradnjo in torej onemogo¢i nadaljnjo biosintezo proteina. Gre
za delovanje po mehanizmu interference RNA, ki na post-transkripcijski ravni uravnava
izrazanje genov (17). Znano je, da po vnosu siRNA ta interferenéni u¢inek traja manj kot
teden dni, kar je posledica razgradnje siRNA z nukleazami ter izgub molekul po celi¢nih
delitvah. Prednost uporabe shRNA je v tem, da lahko dosezemo dolgotrajno utisanje
tarénega gena, saj je plazmid bolj odporen na razgradnjo in omogoca dolgotrajno in
veckratno prepisovanje shRNA iz plazmidnega vekrorja.

Plazmidi so velike molekule, ki v celico same ne morejo vstopiti. Da bi torej tako tar¢no
molekulo vnesli v celice, lahko uporabimo razliéne metode vnosa, ki jih v grobem
delimo na virusne in nevirusne. Genski elektroprenos sodi med varne in uéinkovite
nevirusne fizikalne metode, kjer za vnos nukleinskih kislin v razli¢na tkiva uporabimo
elektroporacijo. Tu celice izpostavimo zunanjemu elektri¢cnemu polju, ki privede do
strukturnih sprememb v celiéni membrani in s tem do povecanja njene prepustnosti
tudi za velike molekule, kot je plazmid(18). U¢inkovitost takega nadina genske terapije
je bila dokazna v razli¢nih $tudijah, kjer so uspesno vnasali plazmide z zapisom za
imunomodulatorne (IL-12) (19) in antiangiogene (anti-CD105, anti-MCAM)
molekule (12,15,16).

Kombiniranje zilno ciljanega genskega elektroprenosa in radioterapije je pri razli¢nih
tumorskih modelih privedlo do izbolj$ane protitumorske ué¢inkovitosti (11,12,16). Pri
tumorjih kot je misji melanom, se s tako terapijo lahko spodbudi delovanje imunskega
sistema (preko spros¢enih molekul DNA v tumorsko mikrookolje). Tovpliva tudi na
imunski spomin, saj je po ponovni nasaditvi tumorjev ve¢ kot polovica Ze ozdravljenih
misi nedovzetnih na njihovo izrast (12,16). Pomen takega genskega elektroprenosa
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je pokazal dober radiosenzibilizirajo¢i ucinek na tumorje, ki se je kazal v znacilnih
zaostankih v rasti tumorjev, pa tudi v histoloskih analizah tako tretiranih tumorjev:
zmanj$ano je bilo Stevilo tumorskih Zil in proliferirajo¢ih tumorskih celic, povetan
je bil deleze hipoksije, nekroze in apoptoze (12,16). Pri raziskavah pa se je ob tem
izpostavil $e drug pomemben aspect: fenotip ter imunsko mikrookolje tumorjev. Ista
kombinirana terapija namre¢ lahko deluje drugace pri razli¢nih tumorskih modelih. Na
melanomskem modelu B16F10, ki je v primerjavi z mamarnim adenokarcinomom TS/A
bolj imunogen, smo dokazali, da lahko znatilen protitumorski u¢inek dosezemo Ze pri
kombinaciji obsevanja z genskim elektroprenosom plazmida, ki ne nosi zapisa za tar¢ni
gen, saj je tu dejavnih veliko ve¢ citosolnih senzorjev DNA (12).

Izzivi za prihodnost

Do sedaj e ni bilo narejenih raziskav, kjer bi so¢asno ciljali dve razli¢ni signalni poti
tumorskega zilja z dvema molekulama shRNA na enem plazmidu, ter ugotavljali
terapevtske ucéinke ter mehanizme delovanja na iz vitro ter in wvivo ravni. V nasi
raziskovalni skupini smo naslovili tudi to podrodje in uspesno konstruirali tak plazmid,
ki socasno cilja (uti$a) izrazanjea CD105 in CD146, ter je brez zapisa za odpornost proti
antibiotikom (kot selekcijski oznacevalec). Na ta nac¢in dodatno zagotavljamo varnost
bolnikov ter okolja (prepretitev horizontalnega genskega prenosa na komenzalne
bakterije). Na iz vitro ravni smo Zze preverili njegovo udinkovitost (20), ter dokazali
antiangiogeni potencial. V teku so tudi $tudije 7z vivo, kjer bomo preverjali vpliv
plazmida na radiosenzibilizacijo tumorjev ter mehanizme delovanja s pomod¢jo analize

senzorjev DNA ter histoloskih preiskav.
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