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IZVLEČEK     
 

Ključne besede: kožne novotvorbe – slikovna diagnostika; jetra – slikovna diagnostika; elektrokemoterapija 

– metode; bleomicin – terapevtska raba; elektroporacija – metode; tehnike genskega prenosa; plazmidi – 

genetika; interlevkin-12 – genetika; ultrasonografija – metode; kontrastna sredstva; računalniška 

tomografija; izid zdravljenja; živalski modeli; miši; psi; prašiči 

 

Namen doktorske disertacije je bil ovrednotenje rezultatov slikovno-diagnostičnih metod po elektroporaciji 

(EP) in elektrokemoterapiji (EKT) jeter zdravih prašičev za preučitev varnostnega vidika EKT globoko ležečih 

jetrnih tumorjev ter rezultatov ultrazvočnega pregleda s kontrastnim sredstvom (UZ-KS) po EKT in genskem 

elektroprenosu (GEP) mišjih in pasjih tumorjev kot prediktivnih dejavnikov zdravljenja. 

Slikovno-diagnostične spremembe po EP in EKT z bleomicinom (BLM) v jetrnem parenhimu in velikih krvnih 

žilah jeter zdravega prašiča s potencialno nevarno vstavitvijo linearnih in heksagonalnih elektrod v velike 

jetrne žile smo preučili z ultrazvočno preiskavo takoj po EP/EKT ter z računalniško tomografijo od 60 do 90 

minut in en teden po EP/EKT. Rezultati slikovno-diagnostičnih metod jeter prašičev po EK so pokazali 

zmanjšano perfuzijo tretiranega področja. Spremembe niso bile posledica uporabe BLM, saj so bile enake pri 

poskusni in kontrolni skupini, kjer smo aplicirali samo električne pulze. Namerna vstavitev elektrod in 

aplikacija električnih pulzov neposredno v svetlino velikih žil ni povzročila tromboz, krvavitev ali drugih 

hemodinamskih motenj. 

Kot model preiskovanja uporabnosti UZ-KS kot prediktivnega dejavnika zdravljenja s terapevtskimi 

metodami, ki temeljijo na EP, smo uporabili miši z induciranimi melanomi. V prvi raziskavi smo na mišjem 

modelu, ki smo ga zdravili z obsevanjem in GEP plazmidne DNA, ki utiša adhezijsko molekulo celic melanoma, 

opazili značilno zmanjšanje perfuzije tumorjev v terapevtskih skupinah v primerjavi s kontrolnimi skupinami, 

rezultati UZ-KS pa so korelirali z zmanjšano gostoto žil. Povprečne vrednosti parametra, ki opisuje volumen 

pretoka, so bile značilno nižje pri tumorjih, ki so se odzvali na terapijo s popolnim odgovorom, in vrednosti 

PE so pokazale trend korelacije s protitumorsko učinkovitostjo. V drugi raziskavi na mišjih melanomih, 

zdravljenih z EKT z BLM v kombinaciji z GEP plazmida za interlevkin-12 (pIL-12), je UZ-KS pokazal zmanjšano 

perfuzijo v skupinah z daljšim časom podvojitve volumna tumorja in prediktivno vrednost UZ-KS smo potrdili 

s statistično značilnimi Pearsonovimi koeficienti. S krajšim časom podvojitve volumna tumorja je bila 

povezana tudi večja heterogenost perfuzije tumorja. 

V klinični del raziskave smo vključili pse s kožnimi in podkožnimi tumorji, ki so bili zdravljeni s standardnim 

postopkom kombinacije EKT in GEP pIL-12. Rezultate UZ-KS smo primerjali z izidom zdravljenja. Tudi v klinični 

raziskavi pri psih smo ugotovili številne razlike v parametrih UZ-KS med tumorji s popolnim odgovorom in 

tumorji z nepopolnim odgovorom: perfuzija in heterogenost perfuzije sta bili manjši pri tumorjih s popolnim 

odgovorom.  
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ABSTRACT      
 

Key words: skin neoplasms – diagnostic imaging; liver – diagnostic imaging; electrochemotherapy – methods; 

bleomycin – therapeutic use; electroporation – methods; gene transfer techniques; plasmids – genetics; 

interleukin-12 – genetics; ultrasonography – methods; contrast media; tomography, x-ray computed; 

treatment outcome; models, animal; mice; dogs; swine 

 

The aim of this dissertation was to evaluate the results of diagnostic imaging after electroporation (EP) and 

electrochemotherapy (ECT) of porcine liver to investigate the safety aspect of ECT of deep-seated liver 

tumors and the results of dynamic contrast-enhanced ultrasound (DCE-US) after ECT and gene 

electrotransfer (GET) of murine and canine tumors as potential predictive factors in treatment. 

Radiological findings after EP and ECT with bleomycin (BLM) on the hepatic parenchyma and major blood 

vessels of the liver of a healthy pig with potentially dangerous insertion of the electrodes into the major 

hepatic vessels were examined by ultrasound immediately after ECT and by computed tomography from 60 

to 90 minutes and one week after ECT with linear and hexagonal electrodes. The results of diagnostic imaging 

of the porcine liver after ECT showed decreased blood flow in the treated area. The changes were not due 

to the use of BLM, as they were the same in the experimental and control groups, where only electrical pulses 

were administered. Intentional insertion of electrodes and application of electrical pulses directly into the 

lumen of large vessels did not result in thrombosis, haemorrhage, or other hemodynamically significant 

injury. 

Mice with induced melanoma were used as a model to investigate the utility of DCE-US as a prognostic factor 

for treatment with EP-based therapies. In the first study in a mouse model treated with irradiation and GET 

of plasmid DNA that silences the melanoma cell adhesion molecule, we observed a decrease in tumor 

perfusion in the treatment groups compared with the control groups, and the results of DCE-US correlated 

with decreased vessel density detected histologically. Furthermore, mean values of parameters describing 

flow volume were significantly lower in tumors with complete response, and they showed a trend toward 

correlation with antitumor efficacy. In the second study, mouse melanomas were treated with ECT in 

combination with GET of plasmid DNA encoding interleukin-12 (pIL-12). DCE-US showed reduced perfusion 

in groups with longer tumor volume doubling time, and the predicted DCE-US value was confirmed by 

statistically significant Pearson coefficients. In addition, greater tumor perfusion heterogeneity was 

associated with shorter tumor doubling time.  

The clinical study included dogs with cutaneous and subcutaneous neoplasms treated with a standard 

procedure combining ECT and GET pIL-12. We also found a number of differences in DCE-US parameters 

between tumors with complete response and tumors with incomplete response in the clinical study: 

Perfusion and perfusion heterogeneity were lower in tumors with complete response. 
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AUC površina pod krivuljo (angl. area under curve) 

BLM bleomicin (angl. bleomycin) 

CT-KS računalniška tomografija s kontrastnim sredstvom                                                        

(angl. DCE-CT: dynamic contrast enhanced computed tomography) 

EKT  elektrokemoterapija (angl. ECT: electrochemotherapy) 

EP elektroporacija (angl. electroporation) 

GEP genski elektroprenos (angl. GET: gene electrotransfer) 

IL-12 interlevkin-12 

iRECIST smernice za kriterije odziva za preskušanje imunoterapevtikov (angl. response 
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(angl. DCE-MRI dynamic contrast enhanced magnetic resonance imaging) 
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(angl. response evaluation criteria in solid tumors) 
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1  UVOD 

 

1.1  Pregled literature 
 

 

1.1.1 Elektroporacija, elektrokemoterapija in genski elektroprenos 

Reverzibilna elektroporacija (EP) je metoda, kjer se začasno poveča prepustnost celične 

membrane z izpostavitvijo celic kratkim visokonapetostnim električnim pulzom, s čimer se 

molekulam omogoči vstop v celico. Uporablja se pri dveh načinih zdravljenja onkoloških 

bolnikov: elektrokemoterapiji (EKT) in genskem elektroprenosu (GEP). V primeru EKT se 

omogoči vstop kemoterapevtikom, v primeru GEP pa plazmidni DNA in drugim nukleinskim 

kislinam (1,2). 

Najpogosteje uporabljana kemoterapevtika za EKT sta cisplatin in bleomicin (BLM) (3, 4, 5, 6). 

Cisplatin, derivat platine, se uporablja predvsem apliciran intratumorsko, saj je lahko pri 

intravenski uporabi nefrotoksičen za pse, pri mačkah pa je kontraindiciran zaradi nastanka 

fulminantnega pljučnega edema (3, 7, 8, 9). Citotoksični antibiotik BLM, ki ga proizvaja bakterija 

Streptomyces verticullus (10), pa se uporablja intravensko in intratumorsko (3, 7, 11, 12). Na 

mestu, kjer apliciramo pulze, je zaradi prehodno povečane propustnosti celičnih membran 

dosežena visoka znotrajcelična koncentracija kemoterapevtika in zato močnejše protitumorsko 

delovanje (2, 13, 14, 15). EKT je lokalno zdravljenje, ki ima učinek tako na tumorske celice kot 

na ožilje, kar ima za posledico protitumorski učinek pri različnih kožnih, podkožnih in globoko 

ležečih tumorjih (3, 14). Zdravljenje z EKT je postalo uveljavljen standard zdravljenja različnih 

človeških tumorjev, kot so melanom, ploščatocelični karcinom, karcinom bazalnih celic, kožne 

in podkožne metastaze (4, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25), tumorji trebušne slinavke (26, 

27, 28, 29), hepatocelularni karcinom in metastaze kolorektalnega karcinoma v jetrih (30, 31, 

32, 33, 34, 35), relaps raka dojk (36, 37) idr. Kot samostojno zdravljenje EKT ne povzroča 

sistemske imunosti, medtem ko lahko EKT v kombinaciji z adjuvantnim GEP povzroči učinek na 

oddaljene nezdravljene metastaze (angl. abscopal effect) (5, 16, 17, 18, 38, 39, 40, 41, 42).   
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V primeru GEP s pomočjo EP vnesemo v celice genetski material za terapevtski gen in tako 

povečamo proizvodnjo želenega proteina (43, 44, 45). Genetski material vnašamo najpogosteje 

v skeletno mišičje, kožo in tumor. Skeletno mišičje je posebej primerno tarčno tkivo, kadar 

želimo dolgotrajno izražanje vnešenega gena in proizvodnjo proteina, ki se izloča v krvni obtok 

in ima sistemske učinke (2, 46, 47, 48, 49). Z GEP v kožo dosežemo tako lokalno intradermalno 

proizvodnjo proteina kot tudi sistemsko izločanje v krvni obtok (50, 51). Prednost kože kot 

tarčnega organa za GEP je prisotnost velikega števila imunskih celic, ki so nujne za učinkovit 

imunski odgovor organizma (51). Omejitev tovrstnega GEP je kratka življenjska doba celic kože, 

kar onemogoča dolgotrajnejše izražanje vnešenih genov (52, 53). GEP v tumor omogoča 

proizvodnjo proteinov in tako zagotavlja zadostno lokalno koncentracijo terapevtika brez 

zaznavnih sistemskih učinkov. To je še zlasti pomembno pri enem najpogosteje uporabljanih 

terapevtskih genov, genu, ki kodira citokin interlevkin-12 (IL-12)  (2, 43, 54, 55), saj je uporaba 

rekombinantnega IL-12 povezana z resnimi, potencialno življenjsko ogrožujočimi neželenimi 

sistemskimi učinki (56, 57). Proinflamatorni citokin IL-12, ki ga proizvajajo antigen 

predstavitvene celice, ima močan protitumorski učinek zaradi vpliva na imunski odziv ter 

angiogenezo (58, 59, 60). Učinkovitost in varnost GEP plazmidne DNA, ki kodira IL-12 

(GEP pIL-12), so potrdile predklinične raziskave na mišjih modelih (46, 61) ter translacijske 

raziskave pri psih (62, 63). Varno rabo in učinkovanje na metastaze melanoma pa so pokazali 

tudi pri človeku (64). 

V veterinarski medicini sta se EKT in GEP pIL-12 izkazali za učinkoviti pri zdravljenju kožnih, 

podkožnih in maksilofacialnih tumorjev pri psih (3, 7, 43, 62, 63, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 

73, 74, 75, 76, 77), ploščatoceličnega karcinoma (78) in sarkoma pri mački (79), kožnih tumorjev 

pri dihurjih (80), sarkoidnih tumorjev pri konjih (81, 82), različnih tumorjih pri skobčevkah (83, 

84) idr. 

Kljub klinični učinkovitosti kombiniranega zdravljenja EKT in GEP pIL-12 pa še vedno primanjkuje 

podatkov o parametrih, ki bi lahko napovedali izid zdravljenja. 
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1.1.1.1 Prediktivni dejavniki zdravljenja z EKT in GEP 

 

Različne vrste tumorjev se odzivajo na EKT različno: na mišjem modelu so boljši protitumorski 

učinek EKT opazili pri fibrosarkomu SA-1 kot pri karcinomu EAT in pri slednjem boljši učinek kot 

pri melanomu B16F1 (13, 85, 86). Različen odziv različnih vrst tumorjev so pripisali intrinzični 

občutljivosti tumorskih celic na kemoterapevtike in tumorskemu mikrookolju, predvsem 

ožiljenosti tumorja, ki je imela pomemben vpliv na odgovor tumorjev na EKT. V karcinomih EAT, 

ki imajo večjo gostoto krvnih žil majhnega premera kot melanomi B16F1, ki imajo  žile večjega 

premera in večjo površino žil, so ugotovili višjo koncentracijo BLM in boljši protitumorski učinek 

EKT (85).  

Rezultati metaanalize zdravljenja tumorjev z EKT so pokazali značilno zmanjšanje učinkovitosti 

EKT z naraščajočim premerom tumorja (87). Največji padec deleža popolnih odgovorov so 

ugotovili pri premeru tumorja 2 cm. Pri tumorjih, manjših od 3 cm, se je v primerjavi z večjimi 

tumorji verjetnost popolnega odgovora značilno povečala za 31 % (87). 

Ugotovljeno je tudi, da histološke lastnosti tumorjev, kot so gostota celic, velikost celic ter 

vsebnost proteoglikana in kolagena, vplivajo na učinkovitost transfekcije električno 

posredovanega vnosa genov v solidne tumorje pri miših (88). 

 

1.1.1.2 Žilni učinki EP, EKT in GEP  

Učinke EP ter EKT na perfuzijo zdravih in tumorskih tkiv so opisali z različnimi indirektnimi ter 

direktnimi metodami (14, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100), ki so invazivne in zato 

za klinično uporabo manj zaželene. Ugotovili so, da se po aplikaciji električnih pulzov perfuzija 

tkiv močno zmanjša zaradi vazokonstrikcije arteriol in nastalega intersticijskega edema; EP 

povzroči začasno zaporo žilja oz. t. i. “vascular lock” (Slika 1). Trajanje in jakost dinamične 

zapore žilja sta odvisna od števila, amplitude in trajanja električnih pulzov (14, 90, 91, 92). 

Pretok se po EP počasi obnovi in se po 24 urah približa stanju pred EP (14, 89, 92, 93, 94). Žilni 

učinki so bolj izraziti pri EKT kot EP, saj EKT deluje še dodatno citotoksično na endotelijske celice 

tumorskih žil in povzroči prekinitev integritete njihove stene oz. t. i. “vascular disrupting 

effect” (89, 97, 98) (Slika 1). 
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Slika 1. Vpliv elektroporacije in elektrokemoterapije na žile in pretok krvi. Povzeto po Jarm in sod., 2010 (92). 

 

Figure 1. Vascular effects of electroporation and electrochemotherapy. Adapted from Jarm et al., 2010 (92). 

 

1.1.1.3 Učinki EP in EKT na jetrni parenhim in velike jetrne žile 

Vpliva EP in EKT na zdrav jetrni parenhim in velike krvne žile jeter, ko so elektrode vstavljene v 

njihovo svetlino, še niso opisali. Po zdravljenju z ireverzibilno elektroporacijo se 

slikovno-diagnostične metode uporablja za določitev območja jetrnega tkiva, ki je bilo 

ireverzibilno elektroporirano (101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112). 

Obstaja zgolj eno poročilo o slikovno-diagnostičnih ugotovitvah po EKT tumorjev jeter dveh 

bolnikov, kjer so UZ spremembe (hiperehogene sledi elektrod in hipoehogenost parenhima) v 

jetrnih tumorjih opisali kot indikatorje ustrezne pokritosti tumorja z električnim poljem za 

učinkovito EKT (113). 
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1.1.2  Ožilje tumorja 

Ožilje tumorja je pomembna tarča za zdravljenje in nadziranje raka. Žile so tudi glavna pot za 

metastatsko širjenje (114). Tumorske žilne mreže so heterogene in pretok skoznje je 

intermitenten (114, 115, 116). Te značilnosti prispevajo k prostorski in časovni heterogenosti v 

krvnem pretoku tumorja in zato se ožilje tumorja in perfuzija tumorjev intenzivno raziskujejo 

kot možni prognostični dejavniki vedenja tumorja in prediktivni dejavniki izida zdravljenja (116).  

Ožiljenost tumorja, ki se med histološkimi skupinami tumorjev razlikuje (85, 117, 118), nam da 

različne informacije. Uporablja se npr. kot merilo za razlikovanje med benignimi in malignimi 

tumorji (119, 120, 121). Iz večje ožiljenosti tumorja lahko sklepamo o večji možnosti 

metastaziranja (121, 122). Nenazadnje je lahko povečana ožiljenost pri različnih tumorjih tudi 

pokazatelj krajšega preživetja (121). 

Za rast tumorja je potrebna tvorba novih krvnih žil oz. neovaskularizacija: z vaskulogenezo 

nastajajo žile de novo, z angiogenezo pa nastajajo nove iz že obstoječih (122). Angiogeneza je 

za rast tumorja nujna in je pomemben prediktivni dejavnik odziva na kemoterapijo pri bolnikih 

z rakom (121, 122). Poznana so številna antiangiogena zdravila, ki zavirajo nastajanje novih 

krvnih žil (116, 122), antiangiogeni učinki pa so značilni tudi za EKT in GEP (89, 97, 98, 123, 124). 

Potreba po oceni učinkovitosti zdravljenja je povzročila večje zanimanje za oceno ožilja 

tumorja (121). 

 

 

1.1.3  Ocena perfuzije in ultrazvočni pregled s kontrastnim sredstvom 

Perfuzija je celotna porazdelitev krvi v maso ali organ in zlati standard za njeno oceno sta 

računalniška tomografija s kontrastnim sredstvom (CT-KS) in magnetnoresonančno slikanje  s 

kontrastnim sredstvom (MRI-KS). Z novejšimi ultrazvočnimi kontrastnimi mediji, ki so bolj 

trpežni, in impulznimi zaporedji, ki so bolj občutljiva na nižje koncentracije kontrastnega medija, 

se tudi kontrastni harmonski ultrazvok (UZ-KS) razvija kot način perfuzijskega slikanja (121, 125, 

126).  
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1.1.3.1  Kontrastni harmonski ultrazvok  

Harmonski ultrazvok je tehnika, ki temelji na principu oddajanja valov pri frekvenci f (prva 

harmonika) in sprejemanju pri frekvenci 2 f (druga harmonika) ali ½ f (subharmonika). Kakovost 

slike je izboljšana z uporabo tkivnih harmonikov, saj se tako zmanjšajo artefakti. Ta tehnologija 

je postala na voljo z razvojem širokopasovnih pretvornikov. Pri vseh ultrazvočnih slikah se 

oddani signal pri pacientu popači in ustvari zvočne frekvence, ki so večkratniki prvotne osnovne 

frekvence. Pri harmonskem ultrazvoku se to popačenje uporablja v diagnostične namene (121, 

127). 

Kontrastno harmonsko slikanje izkorišča lastnosti sodobnih kontrastnih sredstev iz 

mikromehurčkov, običajno napolnjenih s plinom, ki proizvajajo veliko količino harmonskega 

signala. Pri določenih valovnih dolžinah, značilnih za kontrastno sredstvo, pride do resonance z 

ultrazvočnim signalom. Ko se zvočni tlak povečuje, sta širjenje in krčenje mikromehurčka 

neenaka, kar povzroči izkrivljanje povratnega signala. Ta popačena valovna oblika ima 

harmonske komponente. Ker kontrastni medij proizvaja več harmonskega signala kot okoliško 

tkivo, je harmonsko slikanje zelo občutljivo na prisotnost kontrastnega sredstva. Zaradi 

povečane občutljivosti harmonskega slikanja je s pomočjo ultrazvočnih kontrastnih sredstev 

mogoče spremljati perfuzijo tkiva na kapilarni ravni (128, 129). 

Za izvajanje UZ-KS je potrebna ustrezna programska oprema za kontrastno preiskavo z nizkim 

mehanskim indeksom, ki pokaže mikromehurčke, ne da bi jih uničila. Za razliko od tkiva imajo 

mikromehurčki, kadar se ultrazvok uporablja z nizkim mehanskim indeksom, nelinearni odziv in 

proizvajajo ultrazvočne frekvence druge harmonike, katerih zaznavanje zahteva 

nekonvencionalne ultrazvočne modalitete, kot je slikanje s pulzno inverzijo (121, 130, 131). 

1.1.3.2  Kontrastna sredstva 

Najpogosteje dostopni ultrazvočni kontrastni mediji so Sonovue (Bracco, Milano, Italija), 

Definity (Lantheus Medical Imaging, North Billerica, Massachusetts, ZDA) in Sonozoid (Daiichi 

Sankyo, Tokio, Japonska). Vsak ima posebne smernice za pripravo in uporabo, ki jih je določil 

proizvajalec in jih je potrebno natančno upoštevati (131, 132). Radiologi se morajo zavedati 

krhke narave kontrastnih medijev in si prizadevati za ohranjanje celovitosti mehurčkov v vseh 

fazah shranjevanja, priprave in aplikacije (127, 131, 137). 



M. Brložnik: Vrednotenje perfuzije ... po elektroporaciji s slikovno-diagnostičnimi metodami. 

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija. 

 

 

16 

 

Sodobna ultrazvočna kontrastna sredstva so s plinom napolnjeni mikromehurčki: razmeroma 

netopni plin z visoko molekulsko maso je ujet v fosfolipidni lupini. Mikromehurčki so premera 

povprečno 2,5 μm, od 1 do 7 μm (132, 133, 134), manjši od premera rdečih krvnih celic 

približno 6 μm, zato prosto prehajajo skozi pljučno in sistemsko cirkulacijo. V krvi ostajajo 

nedotaknjeni nekaj minut po intravenski injekciji, kapilarno polnjenje pa vodi do difuznega 

povečanja nazaj razpršenega ultrazvočnega signala (135). Ko mikromehurčki izginejo iz krvi, jih 

je mogoče čez približno 30 minut zaznati v jetrnem parenhimu in vranici (pozna faza, specifična 

za jetra in vranico). Večina kontrastnega sredstva se izloči skozi pljuča v 20 minutah po aplikaciji 

kot inertni plin, ki je žveplov hidroksid v primeru kontrasta Sonovue, lipoproteinska lupina pa 

se izloči z žolčem (135, 136).  

Prednosti kontrastnih snovi, ki se uporabljajo v UZ-KS, pred tistimi, ki se uporabljajo pri CT-KS, 

so številne: omogočajo slikanje v realnem času, ni ionizirajočega sevanja, niso nefro- in 

hepatotoksične in imajo zelo redke in zelo blage stranske učinke (135, 136). Ultrazvočna 

kontrastna sredstva so v nasprotju z jodiranimi in gadolinijevimi sredstvi strogo žilna, brez 

kakršne koli intersticijske komponente in kažejo na večje in manjše žile (137).  

Kontraindikacije za uporabo mikromehurčkov pri ljudeh vključujejo pljučno hipertenzijo in 

okvarjeno srčno-pljučno funkcijo (136). Pri velikem številu psov, pri katerih so bili opravljeni 

pregledi UZ-KS, se je pri manj kot 1 % pojavil takojšen ali zapozneli neželeni učinek (bruhanje, 

sinkopa) (135). Običajno kontrastni ultrazvočni pregledi trajajo do 2 minuti. Za prikaz več lezij 

ali organov so pogosto potrebne večkratne aplikacije kontrastnega sredstva, ki pa niso 

povezane s povečanim tveganjem za neželene učinke (126, 135, 137). 

Za razliko od večine oblik slikovnih kontrastnih medijev so ultrazvočna kontrastna sredstva že 

po naravi krhka. Mikromehurčki se zlahka uničijo z visokoenergijskim zvokom, vključno s 

tipičnimi energijami ultrazvočne sive lestvice (B-mode) in vsemi Dopplerjevimi signali. 

Kontrastno sredstvo je mogoče uničiti tudi z neustreznim ravnanjem, na primer s preveč hitrim 

vbrizgavanjem skozi igle majhnega profila, neustreznim upoštevanjem smernic proizvajalca za 

pripravo kontrastnega sredstva ali previsoko vpadno energijo med kontrastnim slikanjem.  
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1.1.3.3  Parametri perfuzijske krivulje 

Vgrajena programska oprema ultrazvočnega sistema in/ali računalniški programi pokažejo 

perfuzijsko krivuljo ali krivuljo, ki predstavlja intenzivnost signala skozi čas, ter naslednje 

parametre: osnovna intenzivnost, vrh intenzivnosti, in površina pod krivuljo (AUC, angl. area 

under curve). Maksimalna amplituda harmonskega signala oz. vrh ločljivosti (PE, angl. peak 

enhancement) se izračuna kot razlika med vrhom intenzivnosti in osnovno intenzivnostjo. PE in 

AUC sta parametra, ki odražata količino krvi v preiskovanem območju. Parametri, ki odražajo 

pretok krvi, pa so: čas, ko intenzivnost kontrasta doseže vrh (TTP, angl. time to peak), 

naraščajoči naklon, čas prihoda, čas od maksimalne vrednosti signala do zmanjšanja amplitude 

signala na polovico, angl. descend time to one half), in padajoči naklon (DS, angl. descending 

slope) (Slika 2). Parametri UZ-KS merijo perfuzijo tkiva na ravni kapilar. Na perfuzijske 

parametre vplivajo srčni, žilni, mikrocirkulacijski in drugi dejavniki. UZ-KS skorje ledvic pri 10 

anesteziranih zdravih mačkah je pokazal, da globina preiskovanja ter velikost preiskovanega 

področja (ROI, angl. region of interest) značilno korelirata s PE (138).  

 

 

 

Slika 2. Perfuzijska krivulja. AS = naraščajoči naklon;  AT = čas prihoda; AUC = površina pod krivuljo; BI = 

osnovna intenzivnost; DS = padajoči naklon; DT/2 = čas od maksimalne amplitude  do njenega zmanjšanja 

na polovico; PE = maksimalna amplituda harmonskega signala; PI = vrh intenzivnosti; TTP = čas  do vrha. 

Povzeto po Brložnik in sod., 2021 (str. 133). 

 

Figure 2. Perfusion curve. BI = basic intensity; PI = peak intensity, AUC = area under curve, PE = peak 

enhancement;; TTP = time to peak, AS = ascending slope), AT = arrival time, DT/2 = half-decay time; DS = 

descending slope. Adapted from Brloznik et al, 2021 (page 133). 
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1.1.3.4  Uporaba UZ-KS v onkologiji 

UZ-KS se uporablja podobno kot CT-KS in MRI-KS za neinvazivno karakterizacijo lezij (brez 

biopsije), ugotovljenih med običajnimi ultrazvočnimi preiskavami. V veterinarski medicini se 

UZ-KS uporablja za razlikovanje spontanih benignih in malignih tumorjev jeter (137, 139, 140, 

141, 142, 143), vranice (144, 145, 146, 147, 148), ledvic (149), nadledvičnih žlez (150, 151), 

bezgavk (152, 153) idr. Prav tako se je UZ-KS izkazal uporaben za določanje sentinelnih 

bezgavk (154, 155, 156). 

Tako v predkliničnih (157, 158, 159, 160) kot tudi v kliničnih raziskavah pri ljudeh in psih (117, 

161, 162, 163) so pokazali, da rezultati UZ-KS korelirajo s histološkimi rezultati ožiljenosti 

tumorja. Poleg tega se je v predkliničnih raziskavah UZ-KS izkazal za dragocenega pri 

ocenjevanju odziva tumorja na antiangiogeno zdravljenje (158, 159, 164). Tudi v kliničnih 

raziskavah pri ljudeh se je izkazal kot koristno orodje za oceno učinkovitosti antiangiogenih 

zdravil (165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175). 

 

1.1.3.4.1  Uporaba UZ-KS  in  EP/EKT/GEP 

Raziskav, ki navajajo rezultate UZ-KS po EP/EKT/GEP, je le peščica. Pokazali so, da se perfuzija 

mišjih sarkomov zmanjša 3 in 35 min po EKT, po 48 urah pa se obnovi na izhodiščno stanje (98). 

UZ-KS so uporabili za določanje področij tumorske nekroze spontanih pasjih tumorjev pred 

GEP pIL-12 in dokazovanje antiangiogenega učinka GEP pIL-12 8 in 35 dni po zdravljenju (176, 

177). Prav tako so z UZ-KS ovrednotili učinek EKT pri človeških tumorjih jeter (113) in 

pankreasa (27). Vendar v nobeni od raziskav učinka EP, EKT in GEP do sedaj še niso opisali v 

meri, ki bi omogočala klinično uporabo, predvsem z vidika spremljanja učinkovitosti terapije.  
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1.1.4  Ocenjevanje odziva na zdravljenje tumorjev z EKT in GEP 

Ocena odziva tumorja na zdravljenje temelji predvsem na podlagi ponavljajoče se ocene 

velikosti tumorja glede na merila za oceno odziva pri solidnih tumorjih (RECIST, angl. response 

evaluation criteria in solid tumours) (178, 179, 180) in smernice za kriterije odziva za 

preskušanje imunoterapevtikov (iRECIST, angl. response evaluation criteria in solid tumors in 

immunotherapy trials) (181). Tumorje uvrstimo mesec dni po zdravljenju v eno od naslednjih 

skupin:  

- popolni odgovor (izginotje tumorja, angl. complete response),  

- delni odgovor (vsaj 30-odstotno zmanjšanje tumorja, angl. partial response),  

- stabilna bolezen (manj kot 30-odstotno zmanjšanje ali manj kot 20-odstotno povečanje 

tumorja, angl. stable disease),  

- napredovana bolezen (vsaj 20-odstotno povečanje tumorja, angl. progressive disease). 

Kriteriji RECIST odražajo le spremembe v velikosti tumorja, ki pa pogosto zaostajajo in zato ne 

morejo napovedati odziva na terapijo v zgodnji časovni točki (182). Pacient je lahko napačno 

razvrščen med tiste »brez odgovora na terapijo«, ker ostaja velikost tumorja nespremenjena, 

ali pa se lahko v zgodnjem času tumor celo poveča zaradi krvavitve, nekroze in edema, kljub 

temu da je delež tumorja manjši (183). Da bi se izognili tej težavi, so predlagali nove metode za 

oceno odziva tumorja dva ali več mesecev po antiangiogeni terapiji na osnovi tumorske 

perfuzije v obliki prilagojenih kriterijev RECIST (mRECIST, angl. modified RECIST) (184). Pojav 

novih terapij, usmerjenih v tumorsko angiogenezo in vaskularnost tumorja, je poudaril potrebo 

po natančnih in ponovljivih kvantitativnih tehnikah za oceno zgodnjih sprememb v ožiljenosti 

tumorjev (183). 

 

  



M. Brložnik: Vrednotenje perfuzije ... po elektroporaciji s slikovno-diagnostičnimi metodami. 

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija. 

 

 

20 

 

1.1.5  Vloga živalskih modelov v translacijskih raziskavah 

Pri raziskovanju rakavih obolenj, preizkušanju novih terapij in izida zdravljenja pri človeku so 

živalski modeli neprecenljivi in nepogrešljivi (185, 186). V predkliničnih raziskavah se za 

raziskovanje molekulskih procesov in patoloških značilnosti tumorjev zaradi majhne velikosti 

največ uporabljajo mišji modeli, s katerimi so odkrili številne mehanizme nastanka in razvoja 

raka (187, 188, 189). Ker so mišji tumorji inducirani, ne odsevajo strukturne in genetske 

kompleksnosti spontanih tumorjev.  Odličen model za translacijo rezultatov raziskav v humano 

onkologijo so psi. Pri njih se namreč pojavljajo spontani tumorji, ki se razvijajo počasi ob 

intaktnem imunskem sistemu (185). Ker živijo v današnji družbi psi, hišni ljubljenci, v tesnem 

stiku z lastniki, si z njimi delijo isto okolje in so del družine, so podvrženi podobnim dejavnikom 

za razvoj raka kot ljudje, in tudi zato so verjetno tumorji podobni tistim pri ljudeh (190, 191). 

Prednosti uporabe psa v kliničnih študijah zdravljenje raka je tudi bistveno daljša življenjska 

doba v primerjavi z mišjimi modeli in posledično možnost proučevanja stranskih učinkov (192) 

ter hkrati bistveno krajša življenjska doba psov in relativno hitrejši naravni potek bolezni v 

primerjavi z ljudmi, kar dopušča hitrejše ocenjevanje rezultatov o izidu zdravljenja (193). Prav 

tako omogoča velikost psa v primerjavi z velikostjo miši odvzem ustrezno velikih vzorcev za 

analizo tkiva, krvi, ipd. (185, 192). V veterinarski onkologiji je tudi manj uveljavljenih standardov 

zdravljenja kot v humani medicini, zato je možno preskušati nove načine zdravljenja in 

prognosticiranja. Zaradi tega postaja veterinarska onkologija vedno bolj pomemben vmesni 

člen v translaciji rezultatov predkliničnih raziskav v humano onkologijo. Z izvajanjem kliničnih 

raziskav učinkovitosti novih načinov zdravljenja raka na psih lahko tako pridobimo podatke, ki 

so pomembni za izvajanje humanih kliničnih raziskav in do njih ne pridemo na 

eksperimentalnem modelu laboratorijskih živali, saj so lahko značilnosti spontanih in 

induciranih tumorjev povsem drugačne.  
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1.2  Namen dela in hipoteze 

 

Namen doktorskega dela je bil ovrednotenje rezultatov perfuzije tumorjev na osnovi rezultatov 

preiskav UZ-KS in CT-KS po postopku EP in EKT jetrnega tkiva zdravih prašičev ter preiskav UZ-KS 

po zdravljenju z EKT in GEP pIL-12 mišjih in pasjih tumorjev. Pri mišjih in pasjih tumorjih smo se 

posvetili predvsem vidiku prediktivne vrednosti diagnostične metode pri zdravljenju induciranih 

in spontanih tumorjev s pomočjo terapij, ki temelijo na EP. Pri prašičjih jetrih pa nas je zanimal 

varnostni vidik uporabe EP in EKT pri zdravljenju tumorjev, ki mejino na velike krvne žile. 

 

Hipoteze  

 

(1) »UZ pregled s kontrastnim sredstvom je neinvazivna metoda, s katero lahko vrednotimo 

vpliv EP, EKT in GEP na perfuzijo tretiranih tumorjev miši in psov.«  

 

(2) »EKT in EP zmanjšata perfuzijo tretiranega področja zdravih prašičjih jeter, vendar ne 

povzročata z UZ-KS in s CT-KS vidnih sprememb velikih krvnih žil jeter«.  

 

(3) »Z UZ pregledom s kontrastom lahko dokažemo, da imajo tumorji heterogen pretok.« 

 

(4) »Rezultati UZ pregleda s kontrastnim sredstvom korelirajo z lokalnim odgovorom na 

zdravljenje z EKT/GEP.«  
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2  OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 
 
 
 

2.1  Radiološke spremembe prašičjih jeter po elektrokemoterapiji z bleomicinom 
 

 

Radiological findings of porcine liver after electrochemotherapy with bleomycin 
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1  Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta  
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Izvleček 

 

Izhodišča. Radiološke spremembe po EP/EKT velikih jetrnih žil ter zdravega jetrnega parenhima 

še niso bile opisane.  

Materiali in metode. V prospektivno raziskavo z izdanim dovoljenjem na živalskem modelu smo 

vključili devet prašičev pitancev. Pri vsaki živali smo v jetrih ultrazvočno vodeno elektroporirali 

štiri področja; v treh področjih smo elektrode vstavili v svetline velikih jetrnih žil. Preizkusili smo 

dve vrsti elektrod; linearne in heksagonalne. Ultrazvočno smo tretirana mesta pregledali takoj 

in do dvajset minut po postopku, CT-KS pa smo izvedli pred posegom, od 60 do 90 minut po 

njem ter 1 teden pozneje. 

Rezultati. Radiološke preiskave tretiranih področij so pokazale nepoškodovane žilne stene ter 

normalno prehodne žile – brez krvavitev ali strdkov. Tretirana področja so se ultrazvočno 

dinamično spreminjala od hiperehogenih mikromehurčkov vzdolž elektrod do hipoehogenosti 

tretiranega parenhima, difuzije hiperehogenih mikromehurčkov ter izginjanja hipoehogenosti. 

UZ-KS takoj po postopku in CT-KS od 60 do 90 minut po postopku sta pokazala, da tretirana 

mesta privzemajo manj kontrasta. Celotna površina mest, ki slabše privzemajo kontrast, je bila 

v primeru heksagonalnih elektrod manjša kot v primeru linearnih elektrod. 

Zaključki. Radiološke preiskave prašičjih jeter po EKT z BLM niso pokazale pomembnih poškodb 

jeter navkljub tveganemu postopku vstavitve elektrod v svetline velikih jetrnih žil, kar pomeni, 

da je EKT za zdravljenje jetrnih tumorjev varna. 
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2.2  Ultrazvočni pregled s kontrastnim sredstvom za oceno perfuzije tumorjev in izida 
zdravljenja na modelu mišjih melanomov 

 

 

Contrast-enhanced ultrasound for evaluation of tumor perfusion and outcome following 

treatment in a murine melanoma model 
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Izvleček 

Zaradi pomanjkanja podatkov o prediktivnih dejavnikih zdravljenja na osnovi EP smo raziskali 

možno prediktivno vlogo UZ-KS za oceno perfuzije tkiva pri miših z melanomom B16F10, 

zdravljenih z obsevanjem in GEP plazmidne DNA, ki utiša adhezijsko molekulo celic 

melanoma (MCAM, angl. melanoma cell adhesion molecule). Rezultate UZ-KS smo primerjali s 

histološko analizo tumorja (barvanje žilja). Miši z induciranimi podkožnimi  tumorji smo zdravili 

z GEP za utišanje MCAM, obsevanjem ali kombiniranim zdravljenjem obsevanja in GEP za 

utišanje MCAM. UZ-KS preiskava, ki je bila uporabljena za oceno tumorske perfuzije, smo izvedli 

pred in do 10 dni po začetku eksperimenta, rezultate UZ-KS pa smo primerjali z rastjo tumorja 

in številom krvnih žil, analiziranih v histoloških odsekih tumorja. UZ-KS je pokazal značilno 

zmanjšanje perfuzije tumorja v kombiniranih terapevtskih skupinah v primerjavi s kontrolnimi 

skupinami in je koreliral s histološkimi analizami tumorjev, ki so pokazale zmanjšano gostoto 

žilja. V tej raziskavi je bil opažen trend inverzne korelacije med perfuzijo tumorja in 

učinkovitostjo zdravljenja. Večja kot je bila perfuzija tumorja, krajši je bil pričakovani čas 

podvojitve. Pokazali smo, da lahko UZ-KS uporabimo na osnovi ocene perfuzije, za ugotavljanje 

žilne gostote tumorjev in učinkovitosti zdravljenja. 
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2.3  Ovrednotenje tumorske perfuzije z dinamično ultrazvočno kontrastno preiskavo kot 

prediktivnega dejavnika razvoja mišjih melanomov, zdravljenih z elektrokemoterapijo in 

genskim elektroprenosom plazmidne DNA z zapisom za mišji interlevkin-12 

 

 

Tumor perfusion evaluation using dynamic contrast-enhanced ultrasound after 

electrochemotherapy and IL-12 plasmid electrotransfer in murine melanoma 
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Izvleček 

EKT z BLM je učinkovito protitumorsko zdravljenje, ki se že uporablja v klinični onkologiji. 

Vendar sama EKT še vedno velja za lokalno protitumorsko terapijo, ker ne more povzročiti 

sistemske imunosti. Zdravljenje EKT z adjuvantnim GEP pIL-12 ima sistemski učinek na 

netretirane tumorje oziroma oddaljene metastaze. Čeprav je bila protitumorska učinkovitost 

obeh terapij samostojno ali v kombinaciji dokazana tako na predkliničnih kot kliničnih poskusih, 

še vedno manjkajo podatki o prediktorjih učinkovitosti zdravljenja. V naši raziskavi smo 

ovrednotili rezultate UZ-KS kot prediktivnega dejavnika za EKT z BLM in GEP pIL-12 pri mišjem 

melanomu. Tumorje melanoma B16F10 pri samicah miši linije C57Bl/6NCrl, smo zdravili z GEP 

pIL-12 in EKT z BLM. Z UZ-KS smo jih pregledali takoj po terapiji, 6 ur in 1, 3, 7 in 10 dni pozneje. 

Za preverjanje korelacije med časom podvojitve tumorja in meritvami UZ-KS smo uporabili 

semilinearne regresijske modele in Bland-Altmanovo analizo. Zdravljene skupine, pri katerih je 

UZ-KS pokazal zmanjšano perfuzijo tumorja, so imele daljše čase podvojitve volumna tumorja. 

Potrdili smo, da je imelo povečanje parametra PE,  ki odraža relativno količino krvi, prediktivno 

vrednost za izid terapije: večji PE je bil povezan s krajšim časom podvojitve tumorja. Poleg tega 

je bila z izidom povezana tudi heterogenost perfuzije: tumorji z bolj heterogeno perfuzijo so 

imeli hitrejšo rast, torej značilno krajše čase podvojitve. Ta raziskava kaže, da lahko UZ-KS 

uporabimo kot metodo za napovedovanje učinkovitosti zdravljenja na osnovi elektroporacije.  
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2.4  Rezultati dinamične ultrazvočne kontrastne preiskave korelirajo z izidom zdravljenja 

pasjih tumorjev, zdravljenih z elektrokemoterapijo in genskim elektroprenosom 

plazmidne DNA z zapisom za pasji interlevkin-12 

 

 

Results of dynamic contrast-enhanced ultrasound correlate with treatment outcome in 

canine neoplasia treated with electrochemotherapy and interleukin-12 plasmid 

electrotransfer 
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Izvleček 

EKT in/ali GEP pIL-12 sta učinkovit način zdravljenja pasjih kožnih, podkožnih in maksilofacialnih 

tumorjev. Kljub klinični učinkovitosti kombiniranega zdravljenja z EKT in GEP pIL-12 pa še vedno 

manjkajo podatki o parametrih, ki bi lahko napovedali izid zdravljenja. Cilj te raziskave je bil 

raziskati, ali se rezultati UZ-KS podkožnih tumorjev razlikujejo med tumorji, ki so se odzvali s 

popolnim odgovorom, in tumorji, ki se niso odzvali popolnoma pri psih, zdravljenih z EKT in 

GEP pIL-12. Zdravili smo osem psov s skupno 12 tumorji. Preiskave UZ-KS so bile opravljene pri 

vseh živalih pred in takoj po terapiji ter čez 8 ur in 1., 3. in 7. dan. Nadaljnji klinični pregledi so 

bili opravljeni 7. in 14. dan, ter 1 in 6 mesecev ter 1 leto po zdravljenju. Opažene so bile številne 

pomembne razlike v parametrih UZ-KS med tumorji s popolnim odgovorom in tumorji brez 

popolnega odgovora; perfuzija in heterogenost perfuzije sta bili pri tumorjih s popolnim 

odgovorom značilno nižji kot pri tumorjih, ki se niso odzvali popolnoma. Potrebne so raziskave 

z večjim številom psov, da bi ugotovili, ali je mogoče rezultate UK-KS uporabiti za 

napovedovanje izidov zdravljenja in za učinkovito odločanje o potrebi po ponavljajočem se 

zdravljenju ali različnih kombinacijah zdravljenja pri posameznih psih.  
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3   RAZPRAVA 

Zdravljenje z EKT je uveljavljen standard zdravljenja različnih kožnih, podkožnih in globoko 

ležečih tumorjev pri ljudeh (4, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 

33, 34, 35, 36, 37). Zdravljenje z GEP pIL-12 kot samostojna terapija ali pa v kombinaciji z EKT je 

učinkovit način zdravljenja različnih tumorjev pri psih (61, 62, 63, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 

73, 74, 75, 76, 77).  

S preiskavo UZ-KS tumorjev lahko vrednotimo spremembe v perfuziji tkiv (161, 162, 163, 164) 

in tako lahko določimo mesta zmanjšane perfuzije zaradi tumorske nekroze, edema in 

tromboze ter mesta povečane perfuzije zaradi reaktivne hiperemije in neovaskularizacije (158, 

159, 194, 195, 196, 197, 198). Vrednotenje perfuzije in njene heterogenosti je pomembno za 

napoved uspešnosti zdravljenja (199, 200). 

Kljub učinkovitosti in uveljavljenosti terapij na osnovi EP še vedno primanjkuje podatkov o 

varnostnih vidikih zdravljenja jeter, ko so elektrode vstavljene v svetline velikih jetrnih žil ter o 

parametrih, ki bi lahko napovedali izid zdravljenja, zato smo v doktorskem delu: 

1.  ovrednotili rezultate UZ-KS in CT-KS po EKT jeter zdravih prašičev z vstavitvijo 

elektrod in aplikacijo električnih pulzov neposredno v svetlino velikih žil in tako 

proučili varnost EKT tudi v primeru potencialno nevarne vstavitve elektrod v 

svetlino velikih jetrnih žil in 

2.  analizirali rezultate UZ-KS po EKT in GEP induciranih mišjih in spontanih pasjih 

tumorjev: rezultate UZ-KS smo primerjali z rezultati imunohistoloških analiz 

(barvanje ožilja) ter z izidom zdravljenja. Tako smo proučili uporabnost 

rezultatov UZ-KS kot prediktivnega dejavnika zdravljenja z EKT in GEP. 

 

3.1  Slikovno-diagnostične spremembe prašičjih jeter po EKT z BLM 

Vpliva EP in EKT na zdrav jetrni parenhim in velike krvne žile jeter (kavdalno veno kavo, levo 

srednjo hepatično veno in levo portalno veno), ko so elektrode vstavljene v njihovo svetlino, s 

slikovno-diagnostičnimi metodami še niso opisali. Zato smo na modelu prašičjih jeter, ki smo jih 

izbrali zaradi anatomskih in fizioloških podobnosti z jetri človeka (201, 202), želeli pokazati, da 

je namerna vstavitev elektrod in aplikacija električnih pulzov neposredno v svetlino velikih žil 

varna. Ugotovili smo, da ne povzročita tromboz, krvavitev ali drugih hemodinamsko 
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pomembnih poškodb in je skladna z rezultati histoloških preiskav jeter prašičev 2 in 7 dni po 

EP/EKT (203) ter z raziskavami EKT, kjer so elektrode vstavili v bližino (30, 31, 32, 35, 204, 205) 

ali v svetlino velikih jetrnih žil (206). Odsotnost krvavitve, tudi če so bile elektrode vstavljene 

globoko v jetrni parenhim in v svetlino velikih žil, je pomemben varnostni vidik EKT. 

Najverjetnejši razlog za to ugotovitev je prehodna lokalna hipoperfuzija in elektrokoagulacija, 

povezana z visoko gostoto električnega toka na površini elektrod (207).  

Ugotovitve UZ prikaza v svetlostnem načinu predstavitve (angl. B-mode) so bile dinamične: 

najprej so se pojavili hiperehogeni mikromehurčki vzdolž elektrodnih sledi, potem je postalo 

tretirano področje hipoehogeno, hiperehogeni mikromehurčki pa so se enakomerno 

porazdelili. Hipoehogenost področja je pričela potem bledeti, mikromehurčki pa izginjati. 

Hiperehogeni mikromehurčki, ki se sprva tvorijo okoli elektrod, so posledica elektrokemijskih 

reakcij na elektrodah in elektrokoagulacije tkiva (92, 207). Plinski mehurčki nastajajo tudi v 

ablacijah ireverzibilne elektroporacije (107, 208). 

Hipoehogenost tretiranega parenhima jeter kaže na strukturno spremembo zaradi zmanjšane 

perfuzije, ki jo povzroči prehodna vazokonstrikcija in prehodna povečana prepustnost stene 

majhnih žil (edem) (92). Vazokonstrikcija žil ob aplikaciji električnih pulzov je opisana v že 

objavljenih kliničnih raziskavah in prispeva k učinkovitosti zdravljenja z EKT, saj vodi do 

učinkovitega ujetja ali vsaj oviranega izpiranja kemoterapevtika, nabranega v tumorju zaradi 

zmanjšanega pretoka krvi in zato so tumorske celice dalj časa izpostavljene visoki koncentraciji 

zdravila (14, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 209, 210).  

Rezultati histološke analize poriranega jetrnega parenhima takoj po EKT so pokazali fibrinske 

trombe v majhnih venulah, kar je skladno z zmanjšano perfuzijo zaradi zastojne kongestije 

zaradi spazma venul. 

Obe dinamični preiskavi s kontrastom, UZ-KS in CT-KS, sta pokazali, da porirana področja 

privzemajo manj kontrasta, kar dodatno potrjuje prej opisano zmanjšanje perfuzije tretiranega 

tkiva kot sta pokazali preiskavi UZ prikaz v svtlostnem načinu ter histološka analiza parenhima 

takoj po EKT. Uporabili smo dve vrsti elektrod: linearne s spremenljivo geometrijo in fiksne 

heksagonalne. V rutinski klinični praksi se heksagonalne elektrode uporabljajo za manjše in 

površinske jetrne tumorje, linearne elektrode pa za globoko ležeče in večje tumorje jeter (211). 
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Pri linearnih elektrodah so bila območja zmanjšane perfuzije značilno večja v primerjavi s 

heksagonalnimi elektrodami. To je posledica večje razdalje med elektrodami v primeru elektrod 

z linearno spremenljivo geometrijo, kjer je potrebno uporabiti višjo lokalno napetost 

električnega polja, da dosežemo enak terapevtski učinek (212). Razlika v velikosti področij z 

zmanjšano perfuzijo pri uporabi različnih elektrod je bila v skladu z računalniško simulacijo 

lokalne napetosti električnega polja in prej objavljenimi histološkimi analizami (203). Vendar pa 

kljub omenjeni razliki v velikosti omenjenih območij ni razlik v učinkovitosti elektroporacije med 

elektrodami različne geometrije (204, 207). Poleg tega opažene slikovno-diagnostične 

spremembe niso bile posledica uporabe BLM, saj so bile enake pri poskusni in kontrolni skupini, 

kjer smo aplicirali samo električne pulze, kar je skladno z že znanim dejstvom, da ima BLM na 

zdravo tkivo zanemarljiv učinek (14, 92, 93, 203).  

Preiskave CT-KS en teden po EKT so pokazale le majhna območja zmanjšanja privzemanja 

kontrasta, kar je v skladu z rezultati histološke analize tkiv, kjer je bila ugotovljena proliferacija 

granulacijskega tkiva (203, 205). Histološke spremembe takoj po EP/EKT ter 2 in 7 dni pozneje 

(203) so bile blage in zato v skladu z radiološkimi ugotovitvami v naši raziskavi, ki niso pokazale 

klinično pomembnih poškodb velikih jetrnih žil in parenhima: stene tretiranih žil so bile 

nepoškodovane in prehodnost žil primerna, spremembe jetrnega parenhima pa blage. Ti 

rezultati potrjujejo, da je EKT za zdravljenje tumorjev, ki mejijo na velike jetrne žile, varna.  

Radiološke značilnosti jeter po EP/EKT so dinamične in potrebne so nadaljnje raziskave z večjim 

številom živali v postopkih, da se te značilnosti temeljito preučijo, s čimer bi zagotovili odgovore, 

katere radiološke ugotovitve so koristni kazalci ustrezne porazdelitve električnega polja in 

možni prediktivni dejavniki, ki bi lahko bistveno vplivali na odločitve glede poteka nadaljnjega 

zdravljenja. 

 

3.2  Vrednotenje tumorske perfuzije na modelu mišjih melanomov B16F10 z UZ-KS 

Kot poskusni model za optimizacijo metode UZ-KS za oceno perfuzije živalskih tkiv po EKT in 

GEP smo v prvi raziskavi uporabili miši z melanom B16F10, zdravljenim s kombinacijo obsevanja 

in GEP s plazmidno DNA. Ta kodira shRNA proti CD146 oz. MCAM. MCAM je transmembranski 

glikoprotein, ki je prekomerno izražen v melanomu in je pomemben v patogenezi bolezni, ki 

vključuje invazivnost, metastatski potencial in angiogenezo tumorja (123, 213). MCAM, z 
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uporabo plazmidne DNA, ki kodira shRNA proti MCAM, je zato potencialna tarča za gensko 

terapijo melanoma (213). Z analizo rezultatov UZ-KS tumorjev po različnih zdravljenjih smo 

opisali učinke zdravljenja na perfuzijo tumorjev, rezultate UZ-KS pa smo primerjali z rastnimi 

krivuljami tumorjev, deležem popolnih ozdravitev in rezultati histoloških preiskav (barvanje 

žilja, pozitivnega na označevalec CD31, ki je močneje izražen pri nekaterih vrstah tumorjev).  

V drugi raziskavi na mišjem modelu melanoma B16F10 smo miši zdravili z EKT z BLM in GEP pIL-

-12. Omenjeno zdravljenje ima učinkovit protitumorski učinek zaradi vpliva kemoterapevtika na 

tumorske in endotelne celice ter zaradi vpliva GEP na imunski odziv ter angiogenezo (77). 

Rezultate UZ-KS smo primerjali s podvojitvenim časom volumna tumorja, saj smo želeli proučiti, 

ali je UZ-KS uporaben za napovedovanje izida zdravljenja mišjih melanomov B16F10 z EKT in 

GEP pIL-12.  

Iz rezultatov UZ-KS lahko pridobimo vrednosti za različne parametre, ki jih je mogoče razdeliti 

na parametre, ki opisujejo pretok krvi (AT, AS, TTP, DS, DT/2) in parametre, ki opisujejo količino 

krvi (AUC, PE). Iz trenutno dostopne literature je razvidno, da so v humanih kliničnih raziskavah 

(168, 169, 170, 173) pokazali trend v smeri korelacije s preživetjem različni parametri UZ-KS 

(AUC, TTP, AS in PE). V naših raziskavah na mišjem modelu je bil z rastjo tumorja povezan le 

parameter PE. Za razliko od humanih raziskav, parametri, ki opisujejo hitrost pretoka krvi, niso 

pokazali značilne povezave z rastjo tumorja in s histološkimi rezultati. Možni razlogi za 

ugotovitev so lahko povsem tehnične narave: živali v postopkih so bile v različnih ravneh 

anestezije in retroorbitalne injekcije kontrasta smo izvedli brez uporabe infuzijske črpalke, kar 

lahko oboje vpliva na rezultate meritev pretoka krvi skozi tkiva. Globina anestezije vpliva na 

fiziološke parametre, kot so sistemski krvni tlak, telesna temperatura, srčni utrip, krčljivost srca 

in drugi, ki vplivajo na perfuzijo tkiva, odvisno od srčnih, žilnih, mikrocirkulacijskih in humoralnih 

dejavnikov. Retroorbitalne aplikacije kontrastnih snovi so se sicer pokazale primerljive z 

aplikacijami v veno repa (214), vendar so v tej raziskavi kontrastna sredstva aplicirali skozi 

kanile, v naši raziskavi pa smo iglo vstavili v retro-orbitalni sinus (215). Kadar kontrast apliciramo 

ročno in ne z infuzijsko črpalko, ne moremo doseči popolnoma enakomerne hitrosti 

vbrizgavanja med bolusom, ki traja nekaj sekund. Poleg tega se lahko hitrost vbrizgavanja 

kontrasta zelo razlikuje tudi med posamičnimi aplikacijami pri eni živali oziroma med različnimi 

živalmi.  
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Korelacija rezultatov UZ-KS s histološkimi analizami tumorskih krvnih žil, ki smo jo potrdili v prvi 

raziskavi na mišjem modelu, je v skladu s predkliničnimi (157, 158, 159) in kliničnimi (148, 161, 

162, 163, 216) raziskavami na drugih histoloških vrstah tumorjev, ki so jih zdravili z drugimi 

vrstami antiangiogene terapije. Povprečne vrednosti PE so bile značilno večje v skupinah s 

krajšim časom podvojitve volumna tumorja. Nižji kot je bil PE, kar pomeni manjšo količino krvi 

v tumorju, počasnejša je bila njegova rast. To je pomembna ugotovitev, saj potrjuje prediktivno 

vrednost rezultatov UZ-KS po zdravljenju z EKT in/ali GEP. Rezultati obeh raziskav so skladni s 

predkliničnimi raziskavami, izvedenimi z drugimi vrstami protitumorskega zdravljenja. Rezultati 

UZ-KS so bili na primer uporabni za napoved izida zdravljenja induciranih mišjih hepatomov s 

talidomidom (158) in cisplatinom (159). Tudi v humanih kliničnih raziskavah, kjer so preučevali 

antiangiogeno zdravljenje z različnimi kemoterapevtiki (169, 170, 171, 172, 173, 175), so 

pokazali, da rezultati UZ-KS kolerirajo z rastjo tumorja. Nasprotno pa UZ-KS ni imel prediktivne 

vrednosti za izid obsevanja pri pasjih tumorjih (217, 218). To je mogoče razložiti s pomembno 

razliko v mehanizmu delovanja radioterapije v primerjavi z EKT v kombinaciji z GEP pIL-12; 

radioterapija je manj učinkovita v regijah z nižjo perfuzijo zaradi večje odpornosti hipoksičnih 

celic na zdravljenje, medtem ko ima terapija na osnovi EP antiangiogene in citotoksične učinke, 

ki niso odvisni od celične oksigenacije. Žilno usmerjene terapije lahko učinkovito normalizirajo 

vaskularno strukturo tumorja in za določeno obdobje, ki je znano kot okno za normalizacijo, 

oslabijo rast žil. V tem času postanejo dodatne terapije, kot sta kemoterapija in obsevanje, 

učinkovitejše (219), ker povečajo oksigenacijo preostalega tumorskega tkiva (220, 221, 222). 

Sinergistični učinki med radioterapijo in žilno usmerjenimi terapijami, ki vključujejo 

imunoterapijo (prepoznavanje in ciljanje tumorskih celic z imunskimi), kemoterapijo, žilno 

usmerjena zdravila, idr. se izkoriščajo pri kombiniranih zdravljenjih (122, 223). Žilno usmerjena 

zdravila razvrščamo v dve skupini: tista, ki zavirajo angiogenezo (preprečujejo nastanek novih 

žil iz že obstoječih) in tista, ki vplivajo na obstoječe tumorsko žilje. Čeprav obe skupini zdravil 

ciljata tumorsko žilje, se razlikujeta po mehanizmu delovanja: prva zavira nastanek novih žil in 

zmanjša oksigenacijo, druga pa normalizira tumorsko žilje, poveča perfuzijo in oksigenacijo in 

ima zato sinergističen učinek s kemoterapijo in radioterapijo (219). Na mišjih tumorjih so 

pokazali, da ima tudi GEP plazmidne DNA radiosenzibilizirajoči učinek (48, 220, 221, 222). 
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3.3  Tumorska perfuzija, ovrednotena z UZ-KS kot prediktivni dejavnik zdravljenja spontanih 

pasjih tumorjev z EKT in GEP pIL-12 

V trenutno dostopni literaturi je zelo malo podatkov o tem, ali se UZ-KS lahko uporabi za 

napovedovanje odziva spontanih pasjih tumorjev na zdravljenje z EKT in/ali GEP pIL-12. V 

raziskavah, objavljenih leta 2017, so preučili uporabo UZ-KS pri 9 psih, zdravljenih z 

GEP pIL-12 (176) in 5 psih, zdravljenih z GEP pIL-12 in metronomsko kemoterapijo (177). V obeh 

omenjenih raziskavah niso dosegli popolnih ozdravitev, zato niso mogli proučiti, ali rezultati 

lahko služijo kot možen prediktivni dejavnik zdravljenja.  

V klinični del naše raziskave smo vključili 8 psov z 12 kožnimi in podkožnimi novotvorbami, od 

katerih je bilo 11 mastocitomov in 1 nevrofibrosarkom. Rezultate UZ-KS smo primerjali s 

kliničnim odgovorom glede na kriterije RECIST. Eden od naših ciljev je bil z UZ-KS ovrednotiti 

vpliv EKT z GEP pIL-12 na perfuzijo tumorjev. Poleg tega smo želeli s pridobljenimi rezultati 

UZ-KS ugotoviti, ali obstajajo razlike med tumorji, ki so se na zdravljenje odzvali s popolnim 

odgovorom, in tumorji, ki so se odzvali z nepopolnim odgovorom.  

Podobno kot v predkliničnih raziskavah na mišjem modelu smo tudi pri psih ugotovili, da je PE 

tumorjev s popolnim odgovorom značilno nižji v primerjavi s PE tumorjev, ki so se odzvali z 

nepopolnim odgovorom. Za razliko od raziskav pri miših, kjer smo povezavo z rastjo tumorja 

potrdili le za PE, smo pri psih sedem dni po terapiji ugotovili, da je odstotek sprememb TTP večji 

pri tumorjih s popolnim odgovorom kot pri tistih, ki se niso odzvali popolnoma. To pomeni, da 

so tumorji s popolnim odgovorom značilno počasneje privzemali kontrast. Skupna značilnost 

malignih tumorjev v primerjavi z benignimi je hitro privzemanje kontrasta (216, 224) in z njim 

povezan krajši TTP. Naši rezultati lahko kažejo, da so tumorji po zdravljenju postali "manj 

maligni", glede na to, da so začeli počasneje privzemati kontrast. Ti rezultati so podobni 

rezultatom raziskav pri ljudeh, ki so preučevale različna kemoterapevtska antiangiogena 

zdravljenja, pri katerih sta se TTP in hitrost izpiranja kontrasta po terapiji zmanjšali (169, 170, 

175). V raziskavi učinkovitosti zdravljenja sorafeniba pri metastatskem raku ledvic pri ljudeh se 

je povezava med izidom zdravljenja in deležom prekrvljenega dela tumorja zmanjšala tri tedne 

po zdravljenju (165). V nasprotju pa v raziskavah, ki so ocenjevale UZ-KS po radioterapiji 

spontanih tumorjev pri psih (218), rezultati UZ-KS niso napovedali izida bolezni. Tudi tu je 
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možen razlog za slednji rezultat razlika v mehanizmu delovanja radioterapije v primerjavi z EKT 

v kombinaciji z GEP pIL-12, kot smo razpravljali v prejšnjem podpoglavju.  

V raziskavi devetih psov s spontanimi tumorji, zdravljenih z GEP pIL-12 (176), so z UZ-KS opazili 

znatno zmanjšanje območja površine pod krivuljo harmonskega signala v času merjenja (AUC), 

kar odraža relativno količino krvi preiskovanega območja v času merjenja. Prav tako je bila v 

primerjavi z izhodiščnimi vrednostmi 8. in 35. dan znatno nižja hitrost izpiranja (angl. wash-out), 

ki opisuje hitrost pretoka krvi, kar je skladno z rezultati naše raziskave. Podobne parametre, ki 

odražajo relativno količino krvi in hitrost pretoka krvi, in sicer PE oziroma TTP, so isti avtorji 

raziskali v raziskavi petih psov, zdravljenih z GEP pIL-12 v kombinaciji z metronomskim 

ciklofosfamidom (177). Opazili so znatno zmanjšanje PE in podaljšan TTP 35 dni po zdravljenju, 

kar je v skladu z našimi rezultati, medtem ko so v nasprotju z našimi rezultati 8 dni po zdravljenju 

opazili povečanje PE. Razliko v dinamiki PE lahko najverjetneje pripišemo dejstvu, da so 

Cicchelero in sod. (177) raziskali GEP pIL-12 (brez EKT), ki ne povzroča prekinitve integritete 

endotelijske stene (angl., vascular disrupting effect), to je citotoksičnega učinka 

kemoterapevtskih zdravil na endotelijske celice žil (89, 91, 92), ki ga lahko opazimo po 

zdravljenju z EKT. Zdravljenje z GEP pIL-12 ima za posledico bistveno manj izrazit protitumorski 

učinek (62), opažen tudi v slednji raziskavi, saj niso opazili nobenega klinično pomembnega 

izida (177). Vendar pa je verjetno, da je zmanjšanje PE in podaljšanje TTP 35 dni po zdravljenju 

posledica antiangiogenega učinka genske terapije. Dodatna razlika med našimi raziskavami je 

tudi dejstvo, da je slednja raziskava (177) vključevala pet različnih vrst tumorjev, UZ-KS pa je bil 

opravljen le v treh časovnih točkah, torej pred terapijo ter v 8. in 35. dnevu, zato naših podatkov 

tako ni mogoče neposredno primerjati, ker so bili zbrani ob različnih časovnih točkah in po 

različnih terapijah.  

Naši rezultati so v skladu z raziskavami pri ljudeh, ki so pokazale, da so rezultati UZ-KS koristno 

orodje za napovedovanje učinkovitosti različnih antiangiogenih zdravljenj pri metastatskem 

karcinomu ledvic, napredovalem hepato-celularnemu karcinomu, kolorektalnem karcinomu, 

metastatskem raku dojk, gastro-intestinalnih stromalnih tumorjih ter metastatskem 

melanomu (165, 166, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175). V naši raziskavi se je perfuzija po 

terapiji zmanjšala pri vseh tumorjih s popolnim odgovorom, kar je v skladu z znanimi žilnimi 

učinki EP, EKT in GEP (14, 89, 92, 97, 98, 113). Zmanjšanje perfuzije tumorja takoj po terapiji je 
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bilo večje pri tumorjih s popolnim odgovorom, kar podpira domnevo, da je terapija bolj 

učinkovita, če se odraža v takojšnji "žilni zapori" (angl. vascular lock). Razlika je bila značilna vse 

do sedmega dne, z izjemo tretjega dne. To je pomembna ugotovitev, skladna s pričakovanjem, 

da je manj verjetno, da bo izid terapije ugoden, če terapija ne pokaže antiangiogenih učinkov, 

ki povzročijo zmanjšano perfuzijo v dneh po zdravljenju. Podoben trend smo opazili tudi tretji 

dan, vendar razlika ni bila značilna. Najverjetnejši razlog za slednje je nesodelovanja lastnika in 

s tem manjkajoči podatki enega psa s tremi tumorji. Pokazali smo, da lahko rezultate UZ-KS 

uporabimo za napovedovanje izida zdravljenja pri pacientih, ki smo jih zdravili s kombiniranim 

zdravljenjem EKT in GEP.  

 

3.4  Heterogenost perfuzije tumorjev 

Koncept heterogenosti tumorjev še ni vključen v sedanjo klinično onkološko prakso ali 

paradigmo zdravljenja raka, obstajajo pa raziskave, da heterogene funkcionalne/biološke 

značilnosti tumorjev pomembno vplivajo na izid zdravljenja (199). Heterogeno odzivanje je 

značilno za več načinov zdravljenja raka, vendar ostaja režim zdravljenja večinoma enoten, zato 

je neuspeh zdravljenja tako pogost pri različnih vrstah raka, kjer so bile upoštevane priporočene 

smernice za najprimernejše zdravljenje  (199).  

V naši raziskavi smo heterogenost perfuzije skozi tumorje določili s standardno deviacijo 

izbranih ROI. Te smo primerjali z izidom zdravljenja z namenom, da bi ugotovili, ali lahko tudi 

heterogenost perfuzije, in ne le njeno intenzivnost, uporabimo za napovedovanje izida. Tako v 

raziskavi pri psih kot tudi pri mišjih melanomih, zdravljenih z EKT in GEP pIL-12, smo pokazali, 

da sta heterogenost perfuzije in izid zdravljenja povezana. To je pomembna ugotovitev, saj kaže 

na možno prediktivno vrednost heterogenosti perfuzije pri terapijah, ki temeljijo na 

antiangiogenih učinkih. Podobne rezultate je pokazal CT-KS tumorjev jeter pri človeku, ki so bili 

zdravljeni z antiangiogeno terapijo; zmanjšana heterogenost perfuzije je bila povezana z boljšo 

lokalno kontrolo tumorja in daljšim preživetjem (200). V nasprotju pa je bila pri raku 

materničnega vratu, zdravljenem z radioterapijo in kemoterapijo ter ocenjenim z MRI-KS, 

zmanjšana heterogenost perfuzije povezana s slabšim izidom zaradi manjšega odziva na 

radioterapijo v delih tumorja, kjer je zmanjšana perfuzija povzročila lokalno hipoksijo (199). 

Tako bi lahko sklepali, da sta perfuzija in heterogenost perfuzije, ovrednoteni z UZ-KS, uporabni 
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za napovedovanje rezultatov antiangiogenih zdravljenj, vendar ju ni mogoče uporabiti za vse 

vrste onkoloških zdravljenj.  

Napovedovanje izida zdravljenja je zahtevno, še posebej v luči, da ga med zdravljenjem 

izvedemo čim prej, kadar so ciljno prilagojene terapije učinkovitejše (199, 200). Naši rezultati 

heterogenosti perfuzije tumorjev kažejo, da je za oceno izida zdravljenja EKT mogoče uporabiti 

ne samo intenzivnost perfuzije tumorja, temveč tudi heterogenost perfuzije; če so tumorji po 

zdravljenju še vedno heterogeni, je morebiti potrebno razmisliti o ponovni terapiji. V raziskavi 

na mišjem modelu, zdravljenem z EKT z BLM in GEP pIL-12, je heterogenost perfuzije korelirala 

z rastjo tumorja samo v dveh časovnih točkah; zato so potrebne nadaljnje raziskave, da se oceni, 

ali GEP p-IL12 vpliva na ožilje tumorja tako, da je heterogenost perfuzije tumorja manj 

prediktivna za rast tumorja.  
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4   SKLEPI 

 

- V naših predkliničnih raziskavah smo potrdili, da rezultati UZ-KS pokažejo značilno 

zmanjšano perfuzijo jeter prašiča po EP/EKT ter mišjih induciranih tumorjev, zdravljenih z 

metodo, ki temelji na EP. Enako smo ugotovili tudi v klinični raziskavi pri pasjih tumorjih, 

zdravljenih s kombinacijo EKT in GEP pIL-12.  

 

- Naši rezultati potrjujejo, da je EKT varna za zdravljenje tumorjev, ki mejijo na velike jetrne 

žile ali se vanje vraščajo, saj slikovno-diagnostične ugotovitve po EP/EKT prašičjih jeter 

niso pokazale klinično pomembnih poškodb velikih jetrnih žil in parenhima; stene žil in 

njihova prehodnost so bile nespremenjene.  

 

- Z raziskavami na miših in psih smo z UZ-KS dokazali heterogeni pretok skozi tumorje  

potrdili, da je heterogenost perfuzije povezana z izidom zdravljenja.   

 

- Tako v predkliničnih raziskavah na induciranih mišjih tumorjih kot pri spontanih tumorjih 

psov smo potrdili, da rezultati UZ-KS korelirajo z lokalnim odgovorom na zdravljenje s 

terapijami, ki temeljijo na uporabi EP. Perfuzija tumorjev je po terapiji večja pri tumorjih, 

ki so se odzvali z nepopolnim odgovorom, kot pri tistih s popolnim odgovorom.  

 

- Prediktivno vrednost UZ-KS smo potrdili s statistično značilnimi Pearsonovimi koeficienti: 

večja kot je bila perfuzija tumorja, krajši je bil pričakovani čas podvojitve tumorja.  

 

- Na kliničnih pacientih smo ugotovili razlike v intenzivnosti in heterogenosti perfuzije med 

tumorji s popolnim odgovorom in tumorji, ki se niso odzvali ali se niso odzvali popolnoma 

vse preiskovane dni po zdravljenju, zato predlagamo, da bi v prihodnjih raziskavah izvajali 

UZ-KS tumorjev psov pred in takoj po terapiji ter v nekajdnevnih razmikih. 
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5   POVZETEK 

Reverzibilna EP je metoda, ki z izpostavitvijo celic kratkim visokonapetostnim električnim 

pulzom začasno poveča prepustnost celične membrane in omogoča molekulam vstop v celico. 

Reverzibilna EP se uporablja pri dveh načinih zdravljenja bolnikov s tumorji: pri EKT, kjer se 

omogoči vstop v celice kemoterapevtikom, in pri GEP, kjer se omogoči vnos genetskega 

materiala za proizvodnjo želenega proteina. Kljub klinični učinkovitosti zdravljenj na osnovi EP 

pa še vedno primanjkuje podatkov o varnostnih vidikih EKT tumorjev jeter ter o parametrih, ki 

bi lahko napovedali izid zdravljenja, zato je bil namen doktorskega dela ovrednotenje rezultatov 

slikovno-diagnostičnih metod po EP in EKT jeter zdravih prašičev ter po EKT in GEP induciranih 

mišjih in spontanih pasjih tumorjev. 

Radiološke spremembe jeter zdravih prašičev po EP in EKT z BLM in varnostni vidik  potencialno 

nevarne vstavitve elektrod v velike jetrne žile smo preučili z UZ-KS takoj po EKT ter s CT-KS od 

60 do 90 minut in en teden po EKT. Kot model preiskovanja uporabnosti UZ-KS kot 

prediktivnega dejavnika zdravljenja s terapevtskimi metodami, ki temeljijo na EP, smo izbrali 

miši z induciranimi melanomi B16F10. V prvi raziskavi na mišjem modelu smo tumorje zdravili 

z obsevanjem in GEP plazmida, ki utiša MCAM, v drugi raziskavi pa z EKT z BLM in GEP pIL-12. 

Pri psih s spontanimi tumorji, ki so bili zdravljeni z EKT v kombinaciji z GEP, smo primerjali 

rezultate UZ-KS tumorjev, ki so se odzvali na zdravljenje s popolnim odgovorom, s tistimi, ki se 

na zdravljenje niso odzvali ali se niso odzvali popolnoma. 

Rezultati slikovno-diagnostičnih metod jeter prašičev po EP in EKT z BLM so pokazali značilno 

zmanjšano perfuzijo tretiranega področja. Spremembe niso bile posledica uporabe BLM, saj so 

bile enake pri poskusni in kontrolni skupini, kjer smo aplicirali samo električne pulze. Namerna 

vstavitev elektrod in aplikacija električnih pulzov neposredno v svetlino velikih žil ni povzročila 

tromboz, krvavitev ali drugih hemodinamsko pomembnih poškodb. V prvi raziskavi na mišjem 

modelu smo opazili zmanjšanje perfuzije tumorjev v terapevtskih skupinah v primerjavi s 

kontrolnimi skupinami in rezultati UZ-KS so korelirali z zmanjšano gostoto žil. Povprečne 

vrednosti parametra, ki opisuje volumen pretoka, ki smo ga izračunali kot razliko med vrhom 

intenzitete signala ter osnovno vrednostjo intenzitete signala, tj. vrh ločljivosti oz. maksimalno 

ojačanje kontrasta (PE), so bile značilno nižje pri tumorjih, ki so se odzvali na terapijo s popolnim 
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odgovorom, in vrednosti PE so pokazale trend korelacije s protitumorsko učinkovitostjo. V drugi 

raziskavi na mišjih melanomih, zdravljenih z EKT v kombinaciji z GEP pIL-12, je UZ-KS pokazal 

zmanjšano perfuzijo v skupinah z daljšim časom podvojitve volumna tumorja in prediktivno 

vrednost UZ-KS smo potrdili z značilnimi Pearsonovimi koeficienti: višja kot je bila vrednost PE, 

krajši je bil pričakovani čas podvojitve volumna tumorja. Nadalje, s krajšim časom podvojitve 

volumna je bila značilno povezana tudi večja heterogenost perfuzije tumorja. Tudi v klinični 

raziskavi pri psih smo ugotovili številne razlike v parametrih UZ-KS med tumorji s popolnim 

odgovorom in tumorji z nepopolnim odgovorom: perfuzija in heterogenost perfuzije sta bili 

manjši pri tumorjih s popolnim odgovorom.  

Z raziskavo na prašičih smo prvi natančno opisali akutne slikovno-diagnostične spremembe 

jeter po EKT z BLM in pričakujemo, da bomo z rezultati doprinesli, da bo EKT globoko ležečih 

tumorjev bolj varna in učinkovita. V dveh raziskavah na mišjem modelu in v klinični raziskavi na 

psih smo prvi pokazali, da lahko rezultate UZ-KS uporabimo za napovedovanje izida zdravljenja 

s terapijami, ki temeljijo na EP. Tudi o rezultatih UZ-KS, ki kažejo, da je heterogenost tumorjev 

povezana z rastjo tumorja, do sedaj drugi avtorji niso poročali. Tako smo potrdili vse zastavljene 

hipoteze in pričakujemo, da bomo z rezultati doktorske disertacije pripomogli k optimizaciji 

protokolov zdravljenja z EKT in GEP tako v veterinarski kot humani medicini. Rezultati UZ-KS so 

neraziskan klinični parameter zdravljenja z EKT in GEP in imajo znaten potencial v kliničnem 

ocenjevanju učinka zdravljenja, saj nam zaradi takojšnjih rezultatov in možnosti večkratnega 

ponavljanja postopka omogočajo personalizirani pristop k zdravljenju s terapijami, ki temeljijo 

na EP. 
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6   SUMMARY 

Reversible EP is a method that allows molecules to enter the cell because exposure of the cells 

to short high-voltage electrical pulses temporarily increases cell membrane permeability. 

Reversible EP is used in two types of treatment of tumor patients: ECT, which allows 

chemotherapeutic drugs to enter cells, and GET, which allows the entry of genetic material to 

produce the desired protein. Despite the clinical efficacy of EP-based treatments, there is still 

insufficient data on the safety aspects of ECT of liver tumors and on parameters that could 

predict the outcome of treatment. Therefore, the aim of this dissertation was to evaluate the 

results of diagnostic imaging methods after EP and ECT of healthy porcine liver, when the 

electrodes are inserted and the electrical pulses are applied directly into the lumen of the major 

hepatic vessels, and after ECT and GET of induced murine and spontaneous canine tumors, to 

investigate the applicability of DCE-US as a predictive factor of ECT and GET treatment. 

Radiological changes in the liver parenchyma of healthy pigs and in the large blood vessels after 

ECT with BLM with potentially dangerous insertion of electrodes into the large hepatic vessels 

were studied by DCE-US immediately after and DCE-CT 60 to 90 min and one week after 

treatment. Mice with induced B16F10 melanoma were selected as a model to investigate the 

utility of DCE-US as a predictor of EP-based treatment. In the former study on a mouse model, 

tumors were treated with irradiation and GEP of the MCAM silencing plasmid; in the latter 

study mice were treated with ECT with BLM and/or GEP pIL-12. In dogs with spontaneous 

tumors treated with ECT and GET, we compared the DCE-US results of tumors that responded 

to treatment with a complete response to those that did not respond or did not respond 

completely. 

Porcine liver results of diagnostic imaging after ECT showed decreased blood flow in the treated 

area. The changes were not due to the use of BLM, as they were the same in the experimental 

groups and the control groups in which only electrical pulses were administered. Intentional 

insertion of electrodes and application of electrical pulses directly into the lumen of large 

vessels did not result in thrombosis, haemorrhage, or other hemodynamically significant injury. 

In the first study in a mouse model, we observed a decrease in tumor perfusion in the treatment 

groups compared with the control groups, and the results of DCE-US correlated with decreased 
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vessel density. The mean value of the parameter describing flow volume, calculated as the 

difference between peak signal intensity and baseline signal intensity, i.e., peak enhancement 

(PE), was significantly lower in tumors that responded to therapy with complete response, and 

the values of PE showed a trend toward correlation with antitumor efficacy. In the study on 

mouse melanomas treated with ECT with BLM in combination with GET pIL-12, DCE-US showed 

lower perfusion in groups with longer tumor volume doubling time, and the predicted DCE-US 

value was confirmed by statistically significant Pearson coefficients: the higher the PE value, 

the shorter the expected tumor volume doubling time. In addition, greater tumor perfusion 

heterogeneity was associated with shorter volume doubling time. In our clinical study, we also 

found a number of differences in DCE-US parameters between tumors with complete response 

and tumors with incomplete response: perfusion and perfusion heterogeneity were lower in 

tumors with complete response.  

The study in pigs is the first to accurately describe acute imaging changes in the liver after ECT 

with BLM, and we expect the results will help make ECT of deep-seated tumors safer and more 

effective. In two studies using a mouse model and in the canine clinical study, we were the first 

to demonstrate that DCE-US results can be used to predict treatment outcome for EP-based 

therapies. DCE-US results showing that tumor heterogeneity is associated with tumor growth 

have not been previously reported by other authors, either. 

DCE-US results are unexplored parameters of ECT and GET treatments. They allow us to take a 

personalized approach to treatment with EP-based therapies because the results are 

immediate and there is the possibility of repeating the DCE-US procedures. Therefore, we 

believe that DCE-US has significant potential for clinical evaluation of treatment efficacy, and 

we expect that the results of the dissertation will help to optimize the treatment approach with 

ECT and GET in both animal and human medicine. 
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7   ZAHVALE 

Mentorici, doc. dr. Darji Pavlin: kaj vse si naredila zame! Veliko potrpežljivosti in naklonjenosti 

premoreš. Tudi kadar nisem znala narediti, kot sva se dogovorili, ali tudi kadar sem poslala 

delovno verzijo brez glave in repa, si mi dala zagon s konstruktivnimi predlogi in komentarji, ki 

niso vsebovali slabe volje ali neobčutljive kritike, ki bi mi dodatno jemali veselje do dela. Hvala, 

da si mi razložila, kako se lotiti znanstveno-raziskovalnega dela, še pomembneje, kako v njem 

uživati, vztrajati in ga objaviti, torej tudi kako se pogovarjati z recenzenti in, tečnobnim 

popravkom navkljub, z obilico humorja uspeti. Veselim se, da nama ne bo nikoli dolgčas, in 

upam, da je sodelovanje v času doktorske disertacije šele začetek skupnih projektov, saj je  

sodelovati s tabo prijetno; zapleti se rešujejo zlahka in zato kmalu zbledijo, ostane pa občutek, 

da je naše delo opravljeno učinkovito, dobro in vsem v zadovoljstvo. Hvala tudi za pomoč pri 

delu s kliničnimi pacienti in študenti ter neštetih osebnih zagatah, ki se bi zdele mnogo večje, 

če ne bi bilo tvoje pragmatičnosti, razumevanja in naklonjenosti.  

Somentorici, višji znan. sod. dr. Simoni Kranjc Brezar: prijazna si na vsakem koraku, ne vem, 

kako bi brez tvojega empatičnega čuta miške! Hvala, da si me uvedla v svet raziskovanja in mi 

približala zahtevno in odgovorno delo z eksperimentalnimi živalmi v najboljši možni luči. Izredno 

me je veselilo opazovati tvoje usklajeno sodelovanje z drugimi raziskovalci; iz tebe so sijali 

izkušenost, marljivost in nalezljivo navdušenje. Brez tebe bi nad mišjimi poskusi prav gotovo 

obupala že na začetku, pa potem še neštetokrat, a vedno znova so tvoji razmisleki, ideje in 

izkušnje ponujali sprejemljive rešitve, ki so me opogumile, da sem trmasto vztrajala odporu, 

lenobi in padcem navkljub.  

Doktorski komisiji:  

prof. dr. Robertu Frangežu hvala za pomoč pri prvih korakih znanstvenega pisanja, prijava teme 

doktorske disertacije bi bila brez vas bolj pomanjkljiva, doktorska disertacija pa manj imenitna. 

Najlepše se vam zahvaljujem tudi za postavljanje vzgleda visokošolskega učitelja; 

prof. dr. Igorju Kocjančiču hvala za komentarje, radiološke presoje in terminološke rešitve;  
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doc. dr. Ani Nemec hvala za pripravljenost na hitro ukrepanje, vse strokovne debate in 

dolgoletno izmenjavo mnenj, obogatenih s tvojo pogumno specialistično izkušnjo v tujini. 

Sodelavcem na Onkološkem inštitutu: 

prof. dr. Maji Čemažar hvala za spoznavanje znanosti in pridobivanje neprecenljivih izkušenj v 

eksperimentalnem svetu. Hvala za planiranje, diskusije in konstruktivno sodelovanje pri 

znanstvenih objavah, prav tako pa tudi za zaupanje vame in prijazne naklonjene besede, ki so 

omilile najtežje trenutke težav s kontrastom in z razvozlavanjem pridobljenih rezultatov; 

prof. dr. Gregorju Serši hvala za priložnost znanstveno-raziskovalnega dela, za inspirativne 

debate o vaskularnih učinkih elektrokemoterapije in za vso pomoč pri piljenju znanstvenih 

člankov; 

specialistki radiologije Nini Boc hvala za obsežno podajanje znanja na vseh področjih slikovne 

diagnostike, hvala za tvoj prosti čas, ko sva razvozlavali rezultate pujskov in mišk, hvala tudi za 
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dilemah radiološke diagnostike. 

Statističarkam mag. Mateji Nagode, doc. dr. Nataši Kejžar in dr. Tanji Knific najlepša hvala za 
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9 PRILOGE 
 

9.1    Priloga 1. Dovoljenje za objavo članka 2.1 
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9. 2   Priloga 2.  Dopolnilni podatki članka 2.2 

Ultrazvočni pregled s kontrastnim sredstvom za oceno perfuzije tumorjev in izida zdravljenja 

na modelu mišjih melanomov  

 

SUPPLEMENTARY INFORMATION  

CONTRAST-ENHANCED ULTRASOUND FOR EVALUATION OF TUMOR PERFUSION AND 

OUTCOME FOLLOWING TREATMENT IN A MURINE MELANOMA MODEL 

 

 

Supplementary Figure Legends 

 

Supplementary Figure S1: Histological staining for blood vessels and associated CEUS perfusion 

evaluation in melanoma B16F10 after treatment with GET pMCAM and irradiation. 

Supplementary Figure S2: Analysis of B16F10 tumor perfusion (CEUS PE) and vascular density after 

silencing of MCAM and irradiation. 

Supplementary Figure S3: Contrast-enhanced ultrasonography (CEUS) of melanoma B16F10. The mouse 

was treated with electrical pulses only (EP group) and CEUS carried out on day 6. 

Supplementary Figure S4: CEUS results after combined treatment of GET and irradiation in B16F10 

melanoma. Based on CEUS measurements, peak enhancement (PE) was calculated as the difference 

between peak intensity (PI) and base intensity (BI). 

Supplementary Figure S5: CEUS perfusion curves of a complete response tumor treated with gene 

electrotransfer of control plasmid DNA and irradiation. A = day 0, B = day 1, C = day 2, D = day 5,  

E = day 7, and F = day 10. 

 

 

Supplementary Table Legends 

 

Supplementary Figure S6: Growth of B16F10 melanomas after silencing of MCAM and irradiation. CTRL 

= control, EP = application of electrical pulses; GET = gene electrotransfer; IR = single-dose irradiation, 

15 Gy; pC = intratumoral injection of control plasmid; pMCAM = intratumoral injection of plasmid DNA 

encoding shRNA for MCAM. Data represent mean and standard error of the mean (mean±SE) of tumors 

that did not show a complete response (n=3-7). 
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Supplementary Figure S7: Correlation of B16F10 tumor perfusion (CEUS PE) and vascular density, as 

assessed by histological analysis, after silencing MCAM and irradiation. In the treatment groups with the 

therapeutic plasmid; i.e. GET pMCAM and GET pMCAM IR, vascular density and PE were determined in 

the same mice, Pearson correlation coefficient was 0.45 (95% confidence interval [-0.57, 0.92]). GET = 

gene electrotransfer; IR = single-dose irradiation, 15 Gy; pMCAM = intratumoral injection of plasmid 

DNA encoding shRNA for MCAM. 

Supplementary Table S1. Comparison of mean peak enhancement between complete responders (CR) 

and mice with tumor growth (non-CR). Mean (SD) for PE values and the number of mice for each group. 

P-values correspond to t-tests for each day, with Hommel correction for family-wise error rate when 

data are non-negatively associated (adjusted P). 

Supplementary Table S2. Linear regression coefficients for each measurement day associating PE with 

log transformed DT. 
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Supplementary Figure S1: Histological staining for blood vessels and associated CEUS perfusion 

evaluation in melanoma B16F10 after treatment with GET pMCAM and irradiation. Representative 

histological images are shown on the left (A1–A4), 40x, brown staining shows CD31-positive tumor 

vessels. Associated CEUS perfusion curves are shown on the right (B1–B4). Pink curve indicates 

perfusion of whole tumor and other curves show perfusion of individual regions of interest. The 

three combined therapeutic groups (1–3) and untreated control group (4) are presented: 1 = GET 

pMCAM IR (gene electrotransfer of plasmid DNA encoding shRNA against MCAM and irradiation), 2 = 

GET pMCAM (gene electrotransfer of plasmid DNA encoding shRNA against MCAM), 3 = GET pC IR 

(gene electrotransfer of control plasmid DNA and irradiation), 4 = CTRL (untreated control). Note the 

lower vessel density (brown stained blood vessels) in the histological images of A1-A3 compared to 

image A4 and the correlating CEUS perfusion curves showing decreased perfusion (B1–B3) compared 

to B4.).  
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Supplementary Figure S2: Analysis of B16F10 tumor perfusion (CEUS PE) and vascular density after 

silencing of MCAM and irradiation. Note that there is a correlation between the average histological 

vascular density and the average CEUS results for each treatment. CTRL = control, EP = application of 

electrical pulses; GET = gene electrotransfer; IR = single-dose irradiation, 15 Gy; pC = intratumoral 

injection of control plasmid; pMCAM = intratumoral injection of plasmid DNA encoding shRNA for 

MCAM. 
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Supplementary Figure S3: Contrast-enhanced ultrasonography (CEUS) of melanoma B16F10. The 

mouse was treated with electrical pulses only (EP group) and CEUS carried out on day 6. 

Representative images at different time points (A – G), with the non-linear contrast mode seen to the 

right of each image. Note that tumors start filling with microbubbles 3 seconds after administration. 

Perfusion curves for the whole tumor (pink curve) and different ROIs are shown in H. 
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Supplementary Figure S4: CEUS results after combined treatment of GET and irradiation in B16F10 

melanoma. Based on CEUS measurements, peak enhancement (PE) was calculated as the difference 

between peak intensity (PI) and base intensity (BI). Data represent individual measurements for each 

animal in the group at a given time point. All 12 groups are shown. CTRL = control, CR = complete 

responder; EP = application of electrical pulses; GET = gene electrotransfer; IR = single-dose 

irradiation, 15 Gy; pC = intratumoral injection of control plasmid; pMCAM = intratumoral injection of 

plasmid DNA encoding shRNA for MCAM. 
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Supplementary Figure S5: CEUS perfusion curves of a complete response tumor treated with gene 

electrotransfer of control plasmid DNA and irradiation. A = day 0, B = day 1, C = day 2, D = day 5,  

E = day 7, and F = day 10. Peak enhancement (PE) values of the whole tumor (represented by the pink 

curve) on these days were 9.5 (A), 3.7 (B), 6.9 (C), 0.3 (D), 1.6 (E) and 5.4 (F). Pink curve indicates 

perfusion of whole tumor and other curves show perfusion of individual regions of interest. Note the 

heterogeneity of perfusion on days 0, 1, 2 and 10.  
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Supplementary Figure S6: Growth of B16F10 melanomas after silencing of MCAM and irradiation. 

CTRL = control, EP = application of electrical pulses; GET = gene electrotransfer; IR = single-dose 

irradiation, 15 Gy; pC = intratumoral injection of control plasmid; pMCAM = intratumoral injection of 

plasmid DNA encoding shRNA for MCAM. Data represent mean and standard error of the mean 

(mean±SE) of tumors that did not show a complete response (n=3-7). 

 

 

 
Supplementary Figure S7: Correlation of B16F10 tumor perfusion (CEUS PE) and vascular density, as 

assessed by histological analysis, after silencing MCAM and irradiation. In the treatment groups with 

the therapeutic plasmid; i.e. GET pMCAM and GET pMCAM IR, vascular density and PE were 

determined in the same mice, Pearson correlation coefficient was 0.45 (95% confidence interval [-

0.57, 0.92]). GET = gene electrotransfer; IR = single-dose irradiation, 15 Gy; pMCAM = intratumoral 

injection of plasmid DNA encoding shRNA for MCAM. 
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Supplementary Table S1. Comparison of mean peak enhancement between complete responders (CR) 

and mice with tumor growth (non-CR). Mean (SD) for PE values and the number of mice for each 

group. P-values correspond to t-tests for each day, with Hommel correction for family-wise error rate 

when data are non-negatively associated (adjusted P). 

 
 

day CR n non-CR n P adjusted P 

0 8.88 (0.85) 2 5.21 (3.86) 34 0.011 0.032 

1 4.66 (2.24) 4 6.10 (3.99) 22 0.340 0.680 

2 4.67 (3.17) 4 5.42 (4.75) 25 0.698 0.698 

5 2.66 (1.68) 4 7.42 (3.36) 34 0.003 0.015 

6 1.70 (0.71) 3 5.27 (2.57) 12 0.001 0.007 

7 2.82 (2.14) 8 6.21 (2.99) 13 0.007 0.021 

 
 
 
Supplementary Table S2. Linear regression coefficients for each measurement day associating PE with 

log transformed DT. 
 

day regression coefficient (PE) P adjusted P 

0 0.043 0.410 0.740 

1 -0.026 0.740 0.740 

2 -0.085 0.168 0.503 

5 -0.208 <0.001 0.002 

6 -0.384 0.003 0.015 

7 -0.217 0.012 0.048 
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9. 3  Priloga 3. Dopolnilni podatki članka 2.3 

Tumorska perfuzija, ovrednotena z dinamično ultrazvočno kontrastno preiskavo kot 

prediktivni dejavnik mišjih melanomov, zdravljenih z elektrokemoterapijo in genskim 

elektroprenosom plazmidne DNA z zapisom za mišji interlevkin-12 

 

SUPPLEMENTARY INFORMATION  

TUMOR PERFUSION EVALUATION USING DYNAMIC CONTRAST-ENHANCED ULTRASOUND 

AFTER ELECTROCHEMOTHERAPY AND IL-12 PLASMID ELECTROTRANSFER  

IN MURINE MELANOMA 

 

 

Supplementary Figure Legends 

 

Supplementary Figure S1: Dynamic contrast-enhanced magnetic resonance imaging (DCE-MRI) in 

B16F10 melanoma after electrochemotherapy with bleomycin (ECT BLM). A = untreated control, 

B = immediately after ECT BLM, C = 6 hours after ECT BLM, D = 36 hours after ECT BLM. To the left, the 

perfusion curve is presented and to the right, contrast-enhanced T1-weighted image is shown. Note 

that signal intensity increases for only 70 arbitrary units (a.u.) in B and 110 a.u. in C, while it increases 

by more than 500 a.u. in A and D. 

Supplementary Figure S2: Dynamic contrast-enhanced ultrasound (DCE-US) examination of melanoma 

B16F10; untreated control on day 6: representative images at different times (A = at 3 sec, B = at 6 sec, 

C = at 20 sec, D = at 40 sec, E = at 80 sec), where the nonlinear contrast mode is shown to the right of 

each image. Perfusion curves for the whole tumor and different regions of interest (ROIs) are presented 

in F. 

Supplementary Figure S3: Schedule for the combined treatment of electrochemotherapy with 

bleomycin (ECT BLM) and gene electrotransfer of plasmid DNA encoding mouse interleukin-12 (ECT BLM 

GET pIL-12). 

Supplementary Figure S4: Schedule for dynamic contrast-enhanced ultrasound (DCE-US) examinations. 

Supplementary Figure S5: Dynamic contrast-enhanced ultrasound (DCE-US) perfusion curve with a 

schematic presentation of dynamic parameters. Raw data and fitting curves are presented by M9 

(Mindray) ultrasound machine built-in machine software. Peak enhancement (PE) is the difference 

between peak (PI) and base intensity (BI). The arrival time (AT) is the time after contrast injection until 

the appearance of contrast. Time to peak (TTP) is the time when the contrast intensity reaches a peak 
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value. Descend time to one-half (DT/2) is the time when the intensity is half the value of the peak 

intensity. Ascending and descending slopes (AS and DS) refer to slope coefficients. Area under the curve 

(AUC) is area under the perfusion curve. 

 

 

Supplementary Table Legends 

 

Supplementary Table S1: Tumor growth delay (GD) and doubling time (DT) after electrochemotherapy 

with bleomycin (ECT BLM) and gene electrotransfer of plasmid DNA encoding mouse interleukin-12 

(GET pIL-12) in the melanoma B16F10 model. 

Supplementary Table S2: Mean peak enhancement (PE) values and their standard error after 

electrochemotherapy with bleomycin (ECT BLM) and gene electrotransfer of plasmid DNA encoding 

mouse interleukin-12 (GET pIL-12) in the melanoma B16F10 model. Note that on days 7 and 10, only 

mice in the therapeutic groups (ECT BLM and ECT BLM combined with GET pIL-12) were measured 

because mice in the control groups were humanely sacrificed on day 6 due to the disease burden. 

Supplementary Table S3: Pearson correlation coefficients for each day of the dynamic contrast-

enhanced ultrasound (DCE-US) measurement, associating peak enhancement (PE) with logarithmically 

transformed tumor doubling time (DT). Note that data for mice in all groups are presented. 

Supplementary Table S4: Pearson correlation coefficients for each day of the dynamic contrast-

enhanced ultrasound (DCE-US) measurement, associating peak enhancement (PE) with logarithmically 

transformed tumor doubling time (DT). Note that only data for mice in the therapeutic groups (ECT BLM 

and ECT BLM combined with GET pIL-12) are presented. 
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Supplementary Figure S1: Dynamic contrast-enhanced magnetic resonance imaging (DCE-MRI) in 

B16F10 melanoma after electrochemotherapy with bleomycin (ECT BLM). A = untreated control, 

B = immediately after ECT BLM, C = 6 hours after ECT BLM, D = 36 hours after ECT BLM. To the left, the 

perfusion curve is presented and to the right, contrast-enhanced T1-weighted image is shown. Note 

that signal intensity increases for only 70 arbitrary units (a.u.) in B and 110 a.u. in C, while it increases 

by more than 500 a.u. in A and D. 
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Supplementary Figure S2: Dynamic contrast-enhanced ultrasound examination (DCE-US) of melanoma 

B16F10; untreated control on day 6: representative images at different times (A = at 3 sec, B = at 6 sec, 

C = at 20 sec, D = at 40 sec, E = at 80 sec), where the nonlinear contrast mode is shown to the right of 

each image. Perfusion curves for the whole tumor and different regions of interest (ROIs) are presented 

in F.  
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Supplementary Figure S3: Schedule for the combined treatment of electrochemotherapy with 

bleomycin (ECT BLM) and gene electrotransfer of plasmid DNA encoding mouse interleukin-12 (ECT BLM 

GET pIL-12). 

 

 

 
 

Supplementary Figure S4: Schedule for dynamic contrast-enhanced ultrasound (DCE-US) examinations. 

 

 
 

 
 
 

Supplementary Figure S5: Dynamic contrast-enhanced ultrasound (DCE-US) perfusion curve with a 

schematic presentation of dynamic parameters. Raw data and fitting curves are presented by 

M9 (Mindray) ultrasound machine built-in machine software. Peak enhancement (PE) is the difference 

between peak (PI) and base intensity (BI). The arrival time (AT) is the time after contrast injection until 

the appearance of contrast. Time to peak (TTP) is the time when the contrast intensity reaches a peak 

value. Descend time to one-half (DT/2) is the time when the intensity is half the value of the peak 

intensity. Ascending and descending slopes (AS and DS) refer to slope coefficients. Area under the curve 

(AUC) is area under the perfusion curve.  
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Supplementary Table S1: Tumor growth delay (GD) and doubling time (DT) after electrochemotherapy 

with bleomycin (ECT BLM) and gene electrotransfer of plasmid DNA encoding mouse interleukin-12 

(GET pIL-12) in the melanoma B16F10 model. 

 

 

Group 

 

n 

DT (days)  

mean±SE 

GD (days) 

mean±SE 

Control 8 1.5±0.2 / 

EP (ECT pulses) 8 3.2±0.3 1.7±0.3 

EP (GET pulses) 8 2.1±0.1 0.6±0.1 

BLM  8 2.2±0.1 0.7±0.1 

pIL-12 8 1.9±0.1 0.4±0.1 

GET pIL-12 8 3.4±0.3 1.9±0.3 

ECT BLM 8 15.5±1.6* 14.0±1.6* 

ECT BLM GET pIL-12 10 28.2±3.6* 26.7±3.6* 
 

BLM = bleomycin, 7.5 µg/mouse; ECT = electrochemotherapy; EP = electric pulses; GET = gene electrotransfer; 

pIL-12 = plasmid DNA encoding mouse interleukin-12; SE = standard error of arithmetic mean; * = p<0.05, 

statistically significant difference compared to all other group; / = not applicable. 

 

 

 

Supplementary Table S2: Mean peak enhancement (PE) values and their standard error after 

electrochemotherapy with bleomycin (ECT BLM) and gene electrotransfer of plasmid DNA encoding 

mouse interleukin-12 (GET pIL-12) in the melanoma B16F10 model. Note that on days 7 and 10, only 

mice in the therapeutic groups (ECT BLM and ECT BLM combined with GET pIL-12) were measured 

because mice in the control groups were humanely sacrificed on day 6 due to the disease burden. 

 

 

Group 

 

n 

PE 0  

(a.u.) 

mean±SE 

PE 0.25 

(a.u.) 

mean±SE 

PE 1 

(a.u.) 

mean±SE 

PE 3 

(a.u.) 

mean±SE 

PE 7 

(a.u.) 

mean±SE 

PE 10 

(a.u.) 

mean±SE 

Control 8 6.5±0.7◎ 6.5±1.12◎ 6.4±1.0◎ 8.9±1.1◎ / / 

EP (ECT pulses) 4 2.1±0.6*♢ 2.8±0.5✦ 3.7±0.9 6.6±0.9♢✦ / / 

EP (GET pulses) 4 3.8±0.7  2.9±0.4 2.9±0.5 6.3±0.9 / / 

BLM 3 3.8±0.6 4.7±1.0 3.8±0.6 3.6±1.0 / / 

pIL-12 4 5.8±1.3 2.4±1.0 4.1±0.6 6.0±1.2 / / 

GET pIL-12 8 3.8±0.8 3.7±0.9 6.2±1.6 4.7±0.9* / / 

ECT BLM 8 2.4±0.8* 1.6±0.4*⚀ 2.2±0.3* 2.2±0.5* 3.0±0.8 5.9±1.3⚀ 

ECT BLM GET pIL-12 8 1.7±0.5* 1.8±0.4* 2.1±0.6* 2.5±0.6* 2.1±0.6 2.9±0.5* 
 

BLM = bleomycin, 7.5 µg/mouse; ECT = electrochemotherapy; EP = electric pulses; GET = gene electrotransfer; 

pIL-12 = plasmid DNA encoding mouse interleukin-12; PE 0 = peak enhancement immediately after the therapy; 

PE 0.25 = peak enhancement 6 hours after therapy, PE 1 = peak enhancement 24 hours after therapy, PE 3 = 

peak enhancement 3 days after therapy, PE 7 = peak enhancement 7 days after therapy , PE 10 = peak 

enhancement 10 days after therapy, SE = standard error of arithmetic mean; * = p<0.05, statistically significant 

difference compared to group ◎; / = not applicable, ✦⚀♢ = statistical significance between two groups of mice. 
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Supplementary Table S3: Pearson correlation coefficients for each day of the dynamic contrast-

enhanced ultrasound (DCE-US) measurement, associating peak enhancement (PE) with logarithmically 

transformed tumor doubling time (DT). Note that data for mice in all groups are presented. 

 

 

day 

 

 

r 

 

95% CI 

 

R2 

 

P 

0 -0.5871 -0.7482 to -0.3608 0.2492 < 0.001 

0.25 -0.4510 -0.6535 to -0.1882 0.2034 0.002 

1 -0.4423 -0.6472 to -0.1777 0.1956 0.002 

3 -0.5976 -0.7552 to -0.3747 0.3571 < 0.001 

7 -0.6067 -0.8475 to -0.1587 0.3681 0.013 

10 -0.7691 -0.9157 to -0.4419 0.5916 < 0.001 
 

r = Pearson correlation coefficient, CI = confidence interval, R2 = coefficient of determination 

 

 

 

Supplementary Table S4: Pearson correlation coefficients for each day of the dynamic contrast-

enhanced ultrasound (DCE-US) measurement associating peak enhancement (PE) with logarithmically 

transformed tumor doubling time (DT). Note that only data for mice in the therapeutic groups (ECT BLM 

and ECT BLM combined with GET pIL-12) are presented. 

 

 

day 

 

 

r 

 

95% CI 

 

R2 

 

P 

0 -0.7746 -0.7482 to -0.3608 0.5999 < 0.001 

0.25 -0.4729 -0.7847 to -0.0297 0.2237 0.005 

1 -0.2580 -0.66683 to -0.2725 0.0666 0.335 

3 -0.5478 -0.8206 to -0.0715 0.3001 0.028 

7 -0.6067 -0.8475 to -0.1587 0.3681 0.013 

10 -0.7691 -0.9157 to -0.4419 0.5916 < 0.001 
 

r = Pearson correlation coefficient, CI = confidence interval, R2 = coefficient of determination 

 

 

 

 


