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Eksperimentalna onkologija

Gregor Ser$a

V eksperimentalni onkologiji polekajo bazi¢ne raziskave o
biologiji lumarjev in se razvijajo nove zvrsti zdravljenja. Ze
zelo zgodaj se je eksperimentalna onkologija usmerila v
raziskovanje mehanizmov delovanja novih - ali
kombinacije Ze obstojecih - vrst zdravljenja, predvsem pa v
preizku3anje njihove protitumorske ucinkovitosti.
Eksperimentalna onkologija se je tako uveljavila in dobila
pomembno mesto pri uvajanju novih nacinov zdravljenja v
klini¢no onkologijo. Razvoj klini¢ne onkologije torej temelji
na vedno novih spoznanjih o biologiji tumorjev in o
mehanizmih delovanja razli¢nih terapij, poleg bazi¢nega
razvoja in raziskav pa predklini¢na onkologija re$uje tudi
probleme in neznanke, ki se pojavljajo v klini¢ni onkologiji,
saj metode predklini¢nih poskusov omogocajo natanéne in
kontrolirane pogoje, ki jih v kliniki ni mogoce doseci. Prav
povezanost predklini¢ne in klini¢ne onkologije vodi v vse
uspesnejse zdravljenje malignih bolezni.

METODE DELA

Raziskovanje v eksperimentalni onkologiji ne bi bilo mozno
brez ustreznih metod, s katerimi testiramo uc¢inkovitost
protitumorskega delovanja novega nac¢ina zdravljenja raka.
Vecina studij se za¢ne na celicah, v umetnih pogojih, ki jih
poskugamo ¢im bolj priblizati pogojem v organizmu.
Poskusi na celi¢nem nivoju, ki jih imenujemo in vitro, nam
dajo pomembno informacijo o delovanju terapije
neposredno na celico. Uspenost terapije pa ni odvisna
samo od neposrednega delovanja na tumorsko celico, saj v
kompleksnih pogojih, ki vladajo v organizmu, vplivajo na
uspe$nost terapije tudi dejavniki organizma, kot so imunski
sistem, prekrvavljenost tumorjev, stanje kriti¢nih normalnih
tkiv itd. Zato moramo pred klini¢no fazo poskusa preveriti
delovanje nove terapije tudi na poskusnih Zivalih. Poskusi
na zivalih, ki jih imenujemo in vivo, so v zadnjih letih zelo
napredovali. Na voljo imamo banke, v katerih hranijo
razli¢ne Zivalske in humane tumorje, ki jih lahko presajamo
bodisi v navadne bodisi v imunsko ali genetsko
spremenjene Zivali in na njih testiramo uspesnost
zdravljenja. Rezultati teh poskusov so zelo pomembni, saj
nam dajo poleg informacije o tem, kako terapija deluje na
tumor, tudi informacijo o tem, kako organizem vpliva na
novo terapijo, oziroma, kako se nanjo odziva. Z razvojem
metod molekularne biologije se je v predklini¢ni onkologiji
odprlo novo podro¢je. S temi metodami lahko raziskujemo
mehanizme nastanka raka na molekulskem nivoju,
omogocajo pa nam tudi nove nacine zdravljenja raka
(genska terapija), ki Ze prehajajo iz predklini¢ne v klini¢no
fazo. Ostaja pa Se veliko neznank, ki jih bo treba razjasniti,
preden bomo tako terapijo sprejeli v redno klini¢no delo.

TORISCA EKSPERIMENTALNE ONKOLOGIJE NA
ONKOLOSKEM INSTITUTU

Zgodovinsko lahko opredelimo zacetek eksperimentalne
onkologije v Sloveniji z ustanovitvijo onkoloskega
eksperimentalnega laboratorija v breZiski bolnisnici leta
1920. Njegov ustanovitelj, dr. Josip Cholewa, je tako
postavil temelje tudi za razvoj Oddelka za tumorsko
biologijo na Onkoloskem institutu.

Na Oddelku za tumorsko biologijo poteka ve¢ raziskovalnih
programov, katerih cilj je prenos predklini¢nega znanja v
kliniko. Glede na vsebino jih lahko razdelimo v &tiri sklope:
bioloko terapijo, dostavljanje zdravil na mesto delovanja,
radiobiologijo in terapijo, usmerjeno v kontrolo pretoka krvi
v tumorju.

Bioloska terapija

Bioloka terapija je zdravljenje tumorjev s snovmi, ki so
lastne organizmu. V to vrsto terapije uvri¢amo zdravljenje s
tumorskimi vakcinami in z modifikatorji biolo3kega odziva.
Tumorske vakcine so sicer Ze dolgo ¢asa znan nadin
zdravljenja raka, z napredkom molekularne biologije pa se
v zadnjem ¢asu to podrocje zelo razvija (1,2). Z vnosom
genov za razli¢ne modifikatorje bioloskega odziva v celice
organizma, ki so neaktivne, lahko za dolo¢en ¢as vzbudimo
izlo¢anje citokinov. Citokini ojacajo specificen imunski
odgovor in s tem vplivajo na rast tumorjev. Namen nasega
projekta z naslovom »Priprava avtolognih tumorskih
vakcing, katerega nosilec je Srdjan Novakovic, je pripraviti
avtologne tumorske vakcine, ki bodo izlocale IL-2, TNF-a
ali GM-CSF. Delo na tem projektu je trenutno v fazi
priprave gena TNF-a za transfekcijo v celice. Naslednja
stopnja bo priprava vakcin, ki jih bomo testirali na
poskusnih Zivalih in v kon¢ni fazi v klini¢nem poskusu. V
sklopu teh dejavnosti testiramo tudi bioloko aktivnost
analogov humanega TNF-g,, ki jih pripravljajo kolegi iz
tovarne Lek in Nacionalnega instituta za kemijo. Namen
tega projekta je z gensko manipulacijo pripraviti
spremenjene molekule TNF-a,, ki bi ohranile citotoksi¢nost,
a bi imele manj stranskih u¢inkov (3). Dosedanji rezultati na
tem podrocju so obetajoci, ¢eprav bo potrebno e veliko
dela, preden bodo ti analogi na voljo za zdravljenje prvih
bolnikov.

Dostavljanje zdravil

Pri zdravljenju raka zelo pogosto uporabljamo
kemoterapijo. Njena glavna slabost je v tem, da ni dovolj
selektivna, saj ne deluje le na tumorske celice, temvec tudi
na zdrave celice organizma. Zato se mnogo raziskovalcev
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posveca problemu, kako bi do tumorja selektivno dostavili
vedje koli¢ine zdravil in kako bi povecali vnos
kemoterapevtikov prav v tumorske celice. Eden od nacinov,
kako to dosedi, je uporaba elektri¢nih pulzov, ki jih
dovedemo neposredno na tumor (slika 1). Za tako terapijo,
ki so jo poimenovali elektrokemoterapija, so primerni
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Slika 1. Elektokemoterapija tumorja. A. Molekule vbrizganega
zdravila obkroZijo tumorske celice. B: Pulz visoke napetosti
povzroci nastanek por v celiéni membrani. Molekule
zdravila vstopijo v celi¢no notranjost. C: Pore se zaprejo,
molekule ostanejo v celici in lahko delujejo citotoksi¢no.

predvsem tisti kemoterapevtiki, ki delujejo citotoksi¢no
znotraj celice, hkrati pa teZko prehajajo preko celi¢ne
membrane. Dosedanje raziskave so pokazale, da sta za
elektrokemoterapijo primerna predvsem dva
kemoterapevtika, bleomicin in cisplatin. Raziskovalna
dejavnost na tem podrodju je zajeta v projektu z naslovom
»Elektrokemoterapija, nov pristop k zdravljenju rakac
(nosilec: Gregor Ser3a), ki poteka v sodelovanju z
Laboratorijem za biokibernetiko Fakultete za elektrotehniko
Univerze v Ljubljani. Na3e zacetne, in vitro raziskave so
pokazale, da elektri¢ni pulzi povecajo citotoksi¢nost
bleomicina in cisplatina (4-6). Po uspednih rezultatih smo
nadaljevali z raziskavami in vivo na laboratorijskih miskah
(7-9). Ugotovili smo, da je v obeh primerih terapija zelo
uspesna. Stranskih pojavov nismo opazili, kar je razumljivo,
saj je pri tej obliki terapije - zaradi izredno povecanega
vnosa kemoterapevtika v tumorske celice - potrebna le zelo
majhna koli¢ina zdravila. Po uspe3nih poskusih na
predklini¢nem nivoju smo nadaljevali s kliniénimi
Studijami. Rezultati nagih klini¢nih $tudij o uporabi
elektrokemoterapije z bleomicinom in cisplatinom kaZejo,
da je ta terapija uspesna pri zdravljenju koznih tumorjev -
malignega melanoma ter bazalnoceli¢nega in
plodcatoceli¢nega karcinoma. Rezultate raziskav smo
objavili v mednarodnih revijah (10-12), sedaj pa nacrtujemo
nove Studije, v katerih bomo testirali elektrokemoterapijo 3e
pri drugih vrstah tumorjev. Z razvojem domace aparature za
elektrokemoterapijo nacrtujemo tudi zdravljenje tumorjev v
notranjih organih (13).

Drugi del raziskav je usmerjen v preuc¢evanje ucinkov
vinblastina na fluidnost celi¢ne membrane (projekt
»Racionalna diagnostika in zdravljenje tumorjev §¢itnicec,
nosilec: Marija Auersperg). Ugotovili smo, da vinblastin v
dozah, ki niso citotoksi¢ne, poveca fluidnost celi¢ne
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membrane (14-16). Ta ugotovitev je pomembna, saj
predvidevamo, da lahko s primernimi odmerki vinblastina
povecamo vnos nekaterih drugih kemoterapevtikov in tako
dosezemo njihovo vedjo citotoksi¢nost. Vse nastete
raziskave so pomembne za prenos v kliniko, saj z uporabo
metod za dostavljanje zdravil dosezemo vecjo selektivnost
kemoterapevtikov za tumorske celice, kar vodi v vecjo
protitumorsko aktivnost, manj pa je tudi stranskih pojavov.

Radiobiologija

Radiobiologija je veda, ki raziskuje biolodke posledice
obsevalnega zdravljenja na tumorske in na zdrave celice.
Biologki u¢inki obsevalnega zdravljenja so Ze dobro
raziskani, le malo pa vemo o u&inkih obsevalnega
zdravljenja v kombinaciji z drugimi terapijami. Znano je, da
nekateri kemoterapevtiki izbolj$ajo odgovor tumorjev na
obsevalno zdravljenje, zato smo se na nasem Oddelku
odlo¢ili, da bomo zaceli raziskovati, ali elektrokemoterapija
s cisplatinom poveca protitumorsko delovanje obsevalnega
zdravljenja. Cisplatin je kemoterapevtik, za katerega je Ze
dolgo znano, da poveca odgovor tumorja na obsevaino
zdravljenje. Ker z uporabo elektri¢nih pulzov povec¢amo
koli¢ino cisplatina v tumorskih celicah, lahko pric¢akujemo,
da bomo s kombinacijo tega kemoterapevtika in elektri¢nih
pulzov %e bolj izbolj3ali protitumorsko delovanje
obsevalnega zdravljenja.

Drugi del raziskav na podrocju radiobiologije je usmerjen v
terapijo z zajetjem nevtronov v boru. Pri tej terapiji v
tumorske celice uvedemo element bor, ki ga nato obsevamo
z nevtroni, kar povzrodi razpad bora na lokalno zelo
citotoksi¢ne delce alfa in litijeva jedra. Uspesnost
zdravljenja je odvisna od selektivnega vnosa in koli¢ine
bora v tumorskih celicah; stranskim pojavom in poskodbam
zdravih tkiv se tezko izognemo. V projektu z naslovom
»Terapija z zajetjem nevtronov v boru - uporaba sistemov
za povecanje vnosa bora z namenom izboljsati
protitumorski ucineke, katerega nosilec je Janez Skrk,
preucujemo, ali lahko z uporabo elektri¢nih pulzov
povec¢amo vnos bora v tumorske celice. Ugotovili smo, da
je kopi¢enje bora odvisno od vrste tumorskih celic in da
lahko z elektri¢nimi pulzi pove¢amo koli¢ino bora tudi v
tistih celicah, pri katerih bor sicer tezko prehaja skozi
celi¢no membrano. Rezultati in vivo poskusov pa kaZejo,
da se bor zadrzuje dalj ¢asa v tumorjih, ki so bili
izpostavljeni elektri¢nim pulzom, kar omogoca daljse
¢asovno obdobje, v katerem e lahko pri¢akujemo uspesno
terapijo z zajetjem nevtronov v boru (17).

Terapija, usmerjena v kontrolo pretoka krvi v tumorju

Prekrvavitev tumorjev je precej drugacna kot v normalnih
tkivih. Arhitektura Zil je neurejena, Zile so nezrele in pretok
krvi v tumorjih je zato neenakomeren. Te specifi¢ne
lastnosti Zilja tumorjev so omogocile razvoj razli¢nih
terapij. Na Zilje tumorjev lahko delujemo direktno, tako da
prepre¢imo nastanek novih zil (antiangiogena terapija), ali
pa selektivno delujemo na obstojece Zilje tumorja, tako da
pretok krvi ustavimo oziroma zmanjsamo. V nasih
raziskavah smo ugotovili, da se po aplikaciji elektri¢nih
pulzov pretok krvi v tumorjih zmanj3a. Ta mehanizem
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delovanja elektricnih pulzov ni pomemben samo pri
elektrokemoterapiji, kjer poleg vecjega vnosa
kemoterapevtika v tumorske celice podaljsamo tudi cas
delovanja kemoterapevtika v tumorjih (18), ampak ima
uporabno vrednost tudi v kombinaciji z drugimi nacini
zdravljenja. Ko se ustavi pretok krvi, za¢no po dolocenem
¢asu tumorske celice v tkivu okoli zil zaradi pomanjkanja
kisika in hranilnih snovi odmirati. Poleg tega zadrzimo v
tumorju molekule, ki so aktivne samo v pogojih, kjer je
malo kisika. Take molekule imenujemo bioreduktivna
zdravila in se v zadnjem ¢asu vse bolj uporabljajo.
Aplikacija elektri¢nih pulzov na tumor lahko povzroci
primerne pogoje za bioreduktivna zdravila le na mestu
aplikacije, to je v tumorju, v drugih tkivih pa ne. Zato lahko
pri¢akujemo e selektivnejie delovanje takih zdravil.

Delovanje elektri¢nih pulzov na Zilje tumorjev lahko s
pridom izkoristimo tudi v kombinaciji s hipertermijo.
Hipertermija je uspesnejia, Ce so zagotovljeni suboptimalni
pogoji za rast celic, to je nizek pH in nizka koncentracija
kisika v tkivu. Ker z elektri¢nimi pulzi zagotovimo take
pogoje, lahko pri¢akujemo optimalno delovanje
kombinacije hipertermije in elektri¢nih pulzov.

SKLEP

Na koncu bi rad e enkrat poudaril pomen eksperimentalne
onkologije za napredek pri zdravljenju raka. Mnoga
spoznanja iz predklini¢nih raziskav so pri zdravljenju raka
uporabna. Za prenos tega znanja v kliniko je potrebno
uporabiti rezultate bazi¢nih raziskav in jih najpre;
ovrednotiti na predklini¢nem nivoju. Sele takrat je nova

metoda zdravljenja pripravljena za prenos v klini¢ni poskus.

Vsako tako delo zahteva veliko raziskav, ki so ponavadi
dolgotrajne, mnoge med njimi pa iz razli¢nih razlogov
nikoli ne pridejo do klini¢ne uporabe.
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