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Kemokini so majhni signalni proteini iz druzine citokinov, ki inducirajo migracijo
imunskih celic. Vrsta in stopnja infiltracije imunskih celic v tumorskem mikrookolju
lahko vpliva na potek bolezni in korelira z u¢inkovitostjo imunoterapij pri bolnikih z
rakom. Poleg tega je znano, da z radioterapijo, kot enim od glavnih na¢inov zdravljenja
raka, lahko sprozimo pozitivne imunomodulatorne ucinke. Iz navedenih razlogov
genski elektroprenos (GET) plazmidne DNA z zapisom za vnetna kemokina CCLS5 ali
CCL17 v kombinaciji s klasi¢no radioterapijo tako predstavlja enega izmed potencialnih
pristopov pri zdravljenju raka.

Vpliv plazmidne DNA z zapisom za kemokina CCL5 ali CCL17 na viabilnost in
izrazanje vnetnih citokinov smo najprej doloc¢evali pri dveh misjih celi¢nih linijah
raka debelega ¢revesa CT26 in raka dojke 4T1 iz viro. Viabilnost smo dolocevali s
testom PrestoBlue, izrazanje pa s QRT-PCR. Kemotakti¢ne lastnosti obeh kemokinov
smo dolo¢ili s testi kemotakse iz vitro in z modelom dorzalnega okna 7z vive. Pri tem
Smo spremljah migracijo imunskih celic proti mi$jim tumorskim celicam in tumorjem
CT26 in 4T1, transfeciranim s plazmidno DNA z zapisom za posamezni kemokin.
Protitumorsko ucinkovitost kombinirane terapije GET kemokinov in dveh obsevalnih
rezimov (enkratna doza 10 Gy ali frakcionirana doza 3 x 5 Gy) smo dolocevali z
dolocevanjem zaostanka v rasti tumorjev in izrazanjem vnesenih kemokinov, ter vnetnih
citokinov. Sestavo tumorskega mikrookolja po kombinirani terapiji smo dolocevali z
imunofluorescenénim oznac¢evanjem imunskih celic in zil (CD4, CD8 in CD31).

Viabilnost celic po transfekciji s plazmidno DNA z zapisom za kemokina je bila
> 75 %. Poleg tega je trastekcija vodila v povisano izrazanje vnesenih kemokinov ter
vnetnih citokinov CXCL9, CXCLI10 in IL-6, ki sodelujejo pri usmerjanju imunskih
celic. Testi kemotakse so pokazali, da kemokina CCL5 in CCL17 lahko inducirata
migracijo mi$jih makrofagov RAW264.7 in vitro in splenocitov v tumorje in vivo.
Zaostanek v rasti tumorjev CT26 in 4T1 po samostojnem GET je bil zanemarljiv
in primerljiv med tretiranimi skupinami. Primerjava stopnje infiltracije posameznih
imunskih celic v tumorsko mikrookolje je pokazala, da se $tevilo CD4+ celic T pomagalk
in citotoksicnih CD8+ celic T ubijalk pri obeh tumorskih modelih poveca po GET
kemokinov in zmanj$a po samem obsevanju. Zmanjsanje stevila imunskih celic je bilo
opazeno tudi pri kombinirani terapiji in korelira z zmanj$anjem CD31+ endotelnih
celic, ki predstavljajo zilje. Zaostanek v rasti tumorjev CT26 in 4T1 je bil statisti¢no
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znacilno daljsi po kombinirani terapiji tumorjev z GET kemokinov pri obeh obsevalnih
rezimih, pri ¢emer smo dosegli tudi popolne odgovore tumorjev na zdravljenje. Pri
tumorskem modelu CT26 je bilo v primerjavi s tumorskim modelom 4T1 vegje stevilo
popolnih odgovorov, vendar pa smo protitumorsko uc¢inkovitost kemokinov dokazali le
pri tumorjih 4T1. Rezultati kazejo na potencial kemokinov v imunoterapiji raka, vendar
je za njihovo implementacijo potrebna nadaljnja optimizacija kombinirane terapije.
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