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OD BOLNISKE POSTELJE DO BOLNIKOVEGA DOMA: DVE
DESETLET]JI PALIATIVNE OSKRBE S PODATKI
IZ REALNEGA SVETA

Maja Ebert Moltara
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Elektronski naslov: mebert@onko-i.si

Izvleéek

V prispevku predstavljajmo zgodbo Andreja in njegova vprasanja v zivljenju z neozdravljivo boleznijo. Pri 67
letih je kot moz in oée dveh héera, od katerih ena ravnokar pri¢akuje otroka, zbolel za metastatskim rakom
trebusne slinavke z obseznimi zasevki v jetrih, z ve¢ pridruzenimi boleznimi, z zelo slabimi izvidi in splo$nim
stanjem. Na multidisciplinarnem konziliju je bila sprejeta odlotitev, da specifi¢éno onkolosko zdravljenje ni
indicirano in da naj se nadaljnja obravnava usmeri v paliativno oskrbo.

Uvod

Na ravni klini¢ne odlo¢itve je zapis jasen. Toda za Andreja in njegovo druzino se pomembnejsi del
zgodbe Sele za¢ne.

Kaj v dejanskem zivljenju pomeni » paliativna oskrba«? Kdo ga bo obravnaval, kdaj, kako? Ali
bo moral prihajati v bolni$nico ali bo pomo¢ lahko prejel doma? Kdo bo pomagal njegovi Zeni in
hé¢erkama? Kaj se bo zgodilo ob poslabsanju in kje bo prezivel zadnje obdobje zivljenja?

To so vprasanja enega bolnika, enega trenutka zgodbe, a v resni¢nem svetu je celotna slika vedno Sirsa
od zgodbe posameznika. Je tudi zgodba njegovih bliznjih ter vseh zdravstvenih in nezdravstvenih
sopotnikov v njegovi obravnavi. Vsak od njih vidi le del poti. Podatki, ki na tej poti nastajajo v
vsakodnevni klini¢ni praksi, pa nam omogocajo, da posamezne del¢ke zgodb povezemo in pogledamo,
kako sistem dejansko deluje. Prav v tem je vrednost podatkov iz realnega sveta (real-world data, RWD)
in dokazov, ki jih z njihovo analizo pridobimo (real-world evidence, RWE): klini¢na priporotila in
organizacijski modeli povedo, kaj naj bi se zgodilo, podatki iz realnega sveta pa pokazejo, kaj se z

bolnikom dejansko zgodi.

Od oddelka do integriranega sistema

Razvoj specializirane paliativne oskrbe na Onkoloskem institutu Ljubljana (OI Ljubljana) ponuja
skoraj dve desetletji dolg pogled v to preobrazbo. Januarja 2007 je bil ustanovljen Oddelek za akutno
paliativno oskrbo (OAPOQ) s Sestimi posteljami. V prvem letu smo hospitalno obravnavali 102 bolnika
(Slika 1). Ze za¢etni model ni bil zasnovan samo kot skrb za hospitaliziranega bolnika, saj je vkljuceval
bliznje, interdisciplinarno sodelovanje, komunikacijo, povezovanje z drugimi sluzbami in naértovanje
nadaljnje oskrbe. Osrednja tocka specializirane paliativne oskrbe pa je bila sprva vendarle bolniska
postelja.

V naslednjih letih se je model postopoma Siril. Razvili smo konziliarno dejavnost, ustanovili
ambulanto za zgodnjo paliativno oskrbo (AZPO), koordinacijo in telefonsko podporo, leta 2021 pa
Se mobilni paliativni tim (MPT) z obiskovanjem bolnikov na domu. Spremenil se ni le obseg dela,
temve¢ predvsem organizacijski model paliativne oskrbe.
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Tabela 1. Klju¢ne razvojne prelomnice specializirane paliativne oskrbe na OI Ljubljana.

Leto Razvojni mejnik Premik v modelu oskrbe

2007 Ustanovitev OAPO Vzpostavitev specializirane bolni$ni¢ne paliativne oskrbe
2013 Razvoj AZPO Premik proti zgodnej$i ambulantni integraciji

2021 Vzpostavitev MPT Specializirana paliativna oskrba vstopi tudi v bolnikov dom

Stevilo hospitalizacij na OAPO je s 102 leta 2007 naraslo na 412 leta 2025, povprecna lezalna doba
pa se je skrajiala s priblizno 7-8 dni v prvih letih na 4,3 dni leta 2025. Se izrazitejsa rast aktivnosti
je vidna izven bolni$ni¢nega oddelka. AZPO je v prvih letih opravila priblizno 100-200 pregledov
letno; leta 2022 je bilo opravljenih 513, leta 2023 651, leta 2024 767 in leta 2025 727 pregledov. Za
leto 2021 celoletni podatek ni na voljo; med septembrom in decembrom je bilo evidentiranih 148
pregledov, zato tega podatka ni smiselno ekstrapolirati na celo leto. Izrazito se je povecalo tudi stevilo
napotitev v specializirano paliativno oskrbo: 433 leta 2020, 617 leta 2021, 811 leta 2022 in 964 leta
2023, nato pa 852 leta 2024 in 835 leta 2025 (Slika 1). Sistem se je tako iz pretezno bolniSni¢no
organizirane dejavnosti postopoma razvil v mrezo razli¢nih, med seboj povezanih oblik obravnave.

Razvoj temeljnih dejavnosti specializirane paliativne oskrbe, 2007-2025
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Slika 1. Razvoj temeljnibh dejavnosti specializirane paliativne oskrbe na OI Ljubljana. Pri AZPO
celoletni podatek za 2021 ni na voljo; MPT je bil wveden septembra 2021.

Dostop: ali je Andrej sploh delezen specializirane paliativne oskrbe?

Prvo vprasanje RWE je vprasanje dostopa. Mednarodni podatki jasno kazejo, da niti v dobro razvitih
onkoloskih centrih integracija paliativne oskrbe ni samoumevna. V raziskavi 152 ESMO Designated
Centres of Integrated Oncology and Palliative Care je imelo 90 % centrov bolni$ni¢ne konziliarne
time, 89 % ambulantno paliativno dejavnost, 71 % namenske paliativne postelje, le polovica pa tudi
paliativno oskrbo v skupnosti. Ocenjeni delez bolnikov z napredovalim rakom, ki so bili pred smrtjo
vkljueni v paliativno oskrbo, je bil med centri zelo razlicen (1).
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Razvoj OI Ljubljana kaze izrazito povecevanje Stevila poti, po katerih je bolnik lahko vklju¢en:
hospitalizacija, ambulanta, konziliarna sluzba, telefonska obravnava in MPT. A zavedati s moramo,
da rast storitev sama po sebi $e ne odgovori na pomembnejse vprasanje: koliko bolnikov, ki bi
specializirano paliativno oskrbo potrebovali, jo tudi dejansko dobi?

Cas: ali Andreja dosezemo dovolj zgodaj?

Drugo vprasanje je pravocasnost. V retrospektivni kohorti bolnikov z napredovalim rakom je bila
vkljuditev paliativne oskrbe ve¢ kot tri mesece pred smrtjo povezana z manj obiski urgentne sluzbe,
manj hospitalizacijami in manj smrtmi v bolni$nici v zadnjem mesecu Zzivljenja. Podobno je bila prva
obravnava v ambulantni paliativni sluzbi povezana z manj agresivno obravnavo ob koncu Zzivljenja kot
prva vkljuditev Sele med hospitalizacijo (2).

Ta ugotovitev podpira razvojni premik na OI Ljubljana od paliativne oskrbe, vezane predvsem na
akutno hospitalizacijo, k zgodnejsi ambulantni integraciji. Starejsi interni podatki OAPO kazejo tudi
podalj$evanje ¢asa od vkljuditve v paliativno oskrbo do smrti: mediana je znaala 42 dni v obdobju
2007-2009, 51 dni v obdobju 2010-2012 in 61 dni v obdobju 2013-2015. Ker se je nadin zbiranja

podatkov skozi ¢as spreminjal, je treba te podatke razlagati previdno, vendar nakazujejo smer razvoja.

Sodobni koncept »timely palliative care« zato ne govori le o zgodnji vkljuditvi glede na ¢as od
diagnoze ali pri¢akovano preZivetje, temve¢ o pravocasni vkljucitvi glede na potrebe posameznega
bolnika in v okolju, kjer je pomo¢ najbolj smiselna (3).

Mesto: mora Andrej priti k nam ali lahko mi pridemo k njemu?

Leta 2021 se je zgodil naslednji pomemben organizacijski premik. Z vzpostavitvijo MPT je bila
obstoje¢emu sistemu paliativne obravnave v bolni$nici dodana moznost obiska bolnika na domu. V
zadnjih $tirih mesecih leta 2021 je bilo opravljenih 164 obiskov na domu, leta 2022 633, leta 2023
902, leta 2024 978 in leta 2025 992 (Slika 2). Za Andreja to pomeni bistveno spremembo: ni ve¢
nujno, da bolnik pride do paliativne oskrbe; paliativna oskrba lahko pride do bolnika.

MPT: obiski na domu, 2021-2025
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Slika 2. Stevilo obiskov bolnikov na domu v okviru MPT, Podatek za 2021 zajema obdobje september—
december.
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Mednarodni RWE podatki podpirajo taksen razvoj. V populacijski kanadski kohorti 54.743 umrlih
bolnikov z rakom v Ontariu je bila paliativna zdravstvena nega na domu v primerjavi s standardno
oskrbo na domu povezana z nizjo stopnjo urgentnih obiskov v zadnjih $estih mesecih zivljenja (4).

Pomemben del kontinuitete pa se dogaja tudi med posameznimi obiski. Na OI Ljubljana se je $tevilo
evidentiranih telefonskih primerov povecalo s 1.573 leta 2020 na 2.344 leta 2021, 4.457 leta 2022
in 5.471 leta 2023; nato se je obseg stabiliziral na priblizno 5.000 primerov letno (Slika 3). Velik del
sodobne paliativne oskrbe se torej dogaja med formalnimi pregledi in obiski.

Telefonsko svetovanje, 2020-2025
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Slika 3. Evidentirani telefonski primeri s svetovalno vsebino, 2020-2025.

Geografija: ali Andrejeva postna $tevilka doloca njegovo oskrbo?

Moznost obravnave na domu odpira $e eno pomembno vprasanje RWE: ali je dostop do specializirane
paliativne oskrbe enak ne glede na kraj bivanja? Nacionalno porocilo o izvajanju specializirane
paliativne oskrbe za leto 2025 kaze, da se mreza mobilnih paliativnih timov $iri, vendar ostajajo med
regijami pomembne razlike v obsegu izvajanja, kadrovskih moznostih in dosegljivosti storitev. Posebej
problemati¢ne so manje regije, kjer je tezje zagotavljati vse dejavnosti, vklju¢no z dalj$o telefonsko
dosegljivostjo.

Razlike so vidne tudi v $tevilu obravnavanih bolnikov glede na $tevilo prebivalcev. Leta 2025 se je
Stevilo bolnikov, obravnavanih v specializirani paliativni oskrbi, gibalo od 2,26 bolnika na 10.000
prebivalcev na Koroskem do 42,52 bolnikov na 10.000 prebivalcev na Gorenjskem (Slika 4). Ti
podatki ne merijo neposredno potreb in jih zato ne moremo razlagati kot merilo kakovosti posamezne
regije, jasno pa opozarjajo, da sama prisotnost programa $e ne pomeni enake dejanske dostopnosti.
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Regionalne razlike v dostopu do specializirane paliativne oskrbe, 2025

Garenjska
Pomurska
Podrawvska
Jugovzhodna
Obalno-kraska
Osrednjeslovanska
Goridka

Savinjska
Zasavska

Posavska

Primorsko-notranjska

T T T T T T

10 15 20 25 30 3n 40
Obravnavani bolniki na 10.000 prebivalcey

5
g
.5
O

Slika 4. Stevilo bolnikov, obravnavanib v specializivani paliativni oskrbi, na 10.000 prebivalcev po regijah
v letu 2025. Vir: nacionalno porocilo o izvajanju specializivane paliativne oskrbe 2025, podatki ZZZS.

Za Andreja je razlika zelo konkretna. Ceziviv Ljubljani ali njeni okolici, je ena od moznih poti MPT
OI Ljubljana; drugje mora biti njegova obravnava povezana z regionalno specializirano paliativno
enoto in lokalno mrezo osnovne paliativne oskrbe. Dva bolnika z enakimi potrebami ne bi smela
prejeti razli¢ne oskrbe zgolj zaradi kraja bivanja. Geografska pravi¢nost dostopa mora zato postati

eden od kazalnikov RWE (5).

KAM PO POMOC:?

1. Izbrani osebni zdravnik ali le¢edi specialist — ocena potreb in po potrebi napotitev.

2. Specializirani paliativni tim v regiji, kjer bolnik Zivi.

3. Projekt Metulj — www.paliativnaoskrba.si: informacije za bolnike in bliZnje ter smerokaz
do izvajalcev paliativne oskrbe.

Projekt Metulj je razvit kot vseslovenski informacijski vir za bolnike, bliznje in zdravstvene delavce.
Njegova vloga v sodobnem sistemu ni nadomestiti strokovne obravnave, temve¢ zmanjSevati
informacijske ovire: pomagati razumeti paliativno oskrbo, prepoznati moznosti podpore in poiskati
pravo vstopno tocko v lokalnem okolju (6).

Izid: ali drugacden sistem spremeni bolnikovo pot?

Najpomembnej$e vprasanje ni, koliko storitev opravimo, ampak ali sprememba organizacije spremeni
tudi pot bolnika. Retrospektivna analiza vseh bolnikov, napotenih v specializirano paliativno oskrbo
OI Ljubljana med 1. septembrom 2021 in 31. avgustom 2025, je zajela 4.103 bolnike in ve¢ kot
27.000 evidentiranih intervencij. Med umrlimi bolniki je bilo priblizno 40 % obravnavanih tudi z
MPT; v obdobju raziskave je bilo opravljenih 3.045 obiskov na domu. Bolniki z vsaj enim obiskom
MPT so pogosteje umrli doma oziroma v hospicu in redkeje v bolnisnici kot bolniki, obravnavani
zgolj institucionalno. Tega zaradi opazovalne zasnove ni mogoce interpretirati kot dokaz vzro¢nosti.
Na mesto smrti vplivajo bolezen, funkcionalno stanje, Zelje bolnika, podpora bliznjih, dostopnost
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primarnega zdravstva in $tevilni drugi dejavniki. Kljub temu je ugotovljena povezava skladna z
mednarodnimi podatki o pomenu zgodnej$e ambulantne in paliativne oskrbe v doma¢em okolju

(2,4).

RWE hkrati pokaze tudi vrzeli. Del napotenih bolnikov ostaja brez neposrednega klini¢nega stika s
specializirano paliativno sluzbo. Povecevanje $tevila obiskov MPT je po prvih letih doseglo ustaljeno
raven, kar odpira vprasanje, ali gre za doseZeno potrebo ali predvsem za mejo razpolozljivih kadrovskih
in organizacijskih kapacitet.

Kaj nam RWE pokaze, Cesar obletnica ne pokaze?

Ce bi skoraj dve desetletji razvoja opisovali samo z rastjo dejavnosti, bi lahko povedali zgodbo uspeha:
ve¢ hospitalnih obravnav, razvoj ambulante, skoraj tiso¢ obiskov na domu letno in ve¢ tiso¢ telefonskih
obravnav. Prava vrednost RWE pa je v tem, da pokaze tudi $ibke tocke sistema.

Ali bolnike vklju¢ujemo dovolj zgodaj? Kateri napoteni bolniki nikoli ne pridejo do neposredne
klini¢ne obravnave? Ali je dostop do oskrbe na domu enak ne glede na kraj bivanja? Koliko
hospitalizacij ali urgentnih obravnav bi bilo mogoce prepreciti? In predvsem: ali merimo izide, ki so
res pomembni za bolnika in njegove bliznje? Vprasati se moramo tudi, ali na bolnikovo paliativno
pot vpliva njegova postna Stevilka in ali lahko RWE dovolj zgodaj zazna obmodja z manjso dejansko
dostopnostjo.

Mednarodne analize integracije onkologije in paliativne oskrbe opozarjajo, da sama prisotnost
storitev $e ne pomeni njihove optimalne integracije; spremljati je treba strukturo, procese in izide (7).
Naslednja razvojna faza RWE na OI Ljubljana zato ne bi smela meriti le, koliko in kje oskrbujemo,
temve¢ tudi breme simptomov, kakovost Zivljenja bolnikov, potrebe in izkusnjo bliznjih, Zelje o
mestu oskrbe ter skladnost dejansko izvedene oskrbe s cilji posameznega bolnika. Prihodnost RWE
v paliativni oskrbi zato ni v nadomescanju klini¢ne presoje z algoritmi, temve¢ v tem, da zdravniku in
timu omogoc¢imo boljsi vpogled v bolnikovo pot. Rutinske zdravstvene podatke moramo dopolniti
s PROMs in drugimi podatki, ki povedo, kako bolnik svojo bolezen in oskrbo dejansko dozivlja.
Sodobna analitika in umetna inteligenca pa nam lahko pomagata te podatke povezovati, prepoznavati
vzorce in opozarjati na spremembe, vendar morata ostati orodje v rokah zdravstvenega strokovnjaka.
Podatek lahko pokaze, da se je nekaj spremenilo; zdravnik in tim morata skupaj z bolnikom razumeti,
kaj ta sprememba pomeni in kaj je treba storiti (8, 9).

Nazaj k Andreju

Ce bi Andrej zbolel leta 2007, bi bila specializirana paliativna oskrba na OI Ljubljana zanj predvsem
povezana z bolni$ni¢no obravnavo. Leta 2025 mu sistem lahko ponudi zgodnjo ambulantno paliativno
obravnavo, konziliarno podporo, hospitalizacijo na OAPO, telefonsko svetovanje in obravnavo MPT
na domu. To je pomemben razvoj. Toda $tevilo storitev samo po sebi Se ni merilo dobre paliativne
oskrbe. Resni¢no uspesno merilo je, ali Andrej in njegova druzina dobijo pravo pomo¢ ob pravem
¢asu in na pravem mestu. Prav pri odgovoru na to vprasanje lahko podatki iz realnega sveta pokazejo
najvedjo razliko.

Opomba k prikazom: podatki izvirajo iz internih strokovnih poro¢il OAPO/SPO in Registra SPO.
Nacin zbiranja podatkov se je skozi obdobje spreminjal; Register SPO se vodi od 1. 9. 2021, zato vsi
kazalniki niso neposredno primerljivi skozi celotno obdobje. Regionalni podatki za leto 2025 izvirajo
iz nacionalnega poro¢ila o izvajanju specializirane paliativne oskrbe in podatkov ZZZS.
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Abstract

Relapse remains the leading cause of cancer-related death in childhood acute lymphoblastic leukaemia (ALL)
despite first-line survival rates exceeding 90%. Within the ALL-IC BFM consortium, which predominantly
serves middle-income European and South American countries, no standardised salvage protocol existed
before 2016, producing wide outcome variability, with five-year post-relapse survival ranging from 20% to
63% across national study groups.

We describe the background, design and implementation of the ALL-IC REL 2016 current best practice
guidance for first relapse of childhood ALL, developed by the ALL-IC study group steering committee, and
summarise primary outcome data from two prospective registry analyses: Kav¢ic et al. (Pediatr Blood Cancer
2025), covering overall salvage outcomes, and Hazar et al. (Leuk Lymphoma 2026), covering central nervous
system (CNS) - specific relapse.

Among 370 patients enrolled under ALL-IC REL 2016 guidance (November 2017-December 2021), 46.8%
were classified as standard risk (SR) and 53.2% as high risk (HR). Five-year overall survival was 74% (SR) and
32% (HR). In a dedicated CNS relapse analysis of 97 children, two-year overall survival was 49.4%. Very early
relapse, T-cell immunophenotype and female sex independently predicted poor outcome.

The ALL-IC REL 2016 initiative shows that collaborative, registry-based guideline development within a
multinational cooperative group can reduce outcome heterogeneity in relapsed paediatric ALL and generate
prospective evidence in subgroups too small for single-centre analysis. Real-world evidence from cooperative
group registries remains the primary driver of progress in rare paediatric cancers.

INTRODUCTION
Since the 1960s, when childhood acute lymphoblastic leukaemia (ALL) was uniformly fatal, five-

year overall survival has risen to over 90% in high-income countries and now approaches similar rates
across the European and South American ALL-IC BFM network (1,2). This progress reflects not
randomised trials with placebo comparators — neither feasible nor ethical in childhood leukaemia
— but cooperative group registries and successive protocol iterations that embed real-world evidence
generation into routine practice, exemplified by the BFM cooperative group and its international

consortium ALL-IC BFM (3,4).

Relapse nonetheless occurs in 10-20% of children treated on first-line protocols and remains the
leading cause of cancer-related mortality in paediatric oncology; overall survival after first relapse
ranges from approximately 40—60% in favourable subgroups to below 20% in high-risk presentations
such as very early bone marrow relapse or T-cell ALL relapse (5,6,7). Before 2016, the ALL-IC
consortium had no standardised salvage protocol: data from the ALL-IC BFM 2002 trial revealed
more than 20 distinct relapse protocols across centres, with five-year post-relapse survival ranging
from 20% to 63% across national study groups (Figure 1) — variability reflecting differences in salvage
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intensity, transplantation access and supportive care rather than patient biology (8,9).
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Figure 1. Overall survival after first velapse on the ALL-IC BFM 2002 trial, stratified by national
study group, showing five-year survival ranging from approximately 20% to 63% — heterogeneity that
motivated the ALL-IC REL 2016 guidance.

Several smaller ALL-IC member centres, with sustained registry experience from the ALL-IC BFM
2002 and 2009 trials (3,4), motivated the ALL-IC study group steering committee to develop a
common current best practice guidance for first ALL relapse. The resulting ALL-IC REL 2016

uidance was adopted across more than ten countries and evaluated in two prospective outcome
publications (8,9). Here we describe its background, design and primary results, and discuss what the
experience shows about the role of smaller consortium centres in international guideline development.

MATERIALS AND METHODS

Consortium, registry infrastructure and background

The Acute Lymphoblastic Leukaemia Inter-Continental (ALL-IC) study group operates within the
Berlin-Frankfurt-Miinster cooperative framework, covering centres predominantly in Eastern Europe,
Turkey and South America. The consortium has run two successive frontline protocols — ALL-IC
BFM 95 and ALL-IC BFM 2002 — with minimal residual disease (MRD)-based risk stratification
by flow cytometry, and centres have maintained continuous prospective registries since the 1990s.
Data from the ALL-IC BFM 2002 registry, reported by Kav¢i¢ et al. (8), documented more than 20
distinct salvage protocols across centres and five-year post-relapse survival ranging from 20% to 63%
(Figure 1), providing the quantitative motivation for a standardised guidance document.
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Design and rationale

The ALL-IC REL 2016 guidance was developed by the ALL-IC study group steering committee
(chair: J. Jazbec, Slovenia; with D.J. Erdélyi, Hungary; V. Hazar, Turkey; S. Polychronopoulou,
Greece; M. Makiya, Argentina; J. Tordecilla, Chile), with input from national representatives; version
1.0 was finalised in September 2017. It was designed as a current best practice document rather than
a randomised trial, reflecting small patient numbers per centre, the ethical imperative to offer best
available salvage therapy, and heterogeneous consortium resources; all chemotherapy components are
established agents already in use across the consortium.

Risk stratification and treatment

Patients are classified as standard risk (SR) or high risk (HR) at relapse; HR assignment requires any
T-cell ALL relapse involving the bone marrow, any very early relapse (<18 months from diagnosis),
any early isolated bone marrow relapse (18-30 months), relapse after prior allogeneic stem cell
transplantation (allo-SCT), or defined high-risk cytogenetics — remaining patients are SR. Allo-SCT
eligibility comprises all HR patients, SR patients with bone marrow MRD >0.1% by flow cytometry
on day 29 of re-induction, and selected genetic subgroups. SR patients receive re-induction and 7
consolidation blocks followed by maintenance if MRD-negative at day 29; HR patients receive an
intensified re-induction block, consolidation and proceed to allo-SCT when a donor is available and
remission achieved. Backbones include dexamethasone, vincristine, PEG-asparaginase, anthracyclines
and purine analogues, with intrathecal therapy for CNS prophylaxis or treatment. Dose reductions
and supportive-care adaptation are allowed at centres with limited intensive care capacity.

Prospective outcome evaluation

All patients enrolled under ALL-IC REL 2016 guidance are registered prospectively through
the existing ALL-IC data infrastructure. Two outcome analyses have been published: Kav¢i¢ et
al. reported overall salvage outcomes across the full cohort — risk-group distribution, treatment
adherence, response rates, transplantation rates and survival — and Hazar et al. reported prognostic
factors and outcomes specific to first CNS relapse, the first prospective multinational dataset in this

subgroup (8, 9).
RESULTS

Adoption of the ALL-IC REL 2016 guidance

The guidance was adopted by national study groups across more than ten countries, including Slovenia,
Hungary, Turkey, Greece, Romania, Bulgaria, Chile and Argentina, enabled by dose-adaptation
provisions and resource-sensitive supportive-care recommendations that allowed implementation
across centres with very different intensive-care and pharmacy infrastructure. Patients were enrolled
prospectively from November 2017 to December 2021.

Overall salvage outcomes (Kavci¢ et al., Pediatr Blood Cancer 2025)

Among 370 patients, 173 (46.8%) were SR and 197 (53.2%) HR; mean age at relapse was 9 years and
33.2% were female (8). The initial frontline protocol was ALL-IC BFM 2009 in 90.5% of patients.
Complete remission rates post-induction were 84% (SR) and 56% (HR); MRD below 0.1% at
end of induction was achieved by 53% of SR and 29% of HR patients. Five-year event-free survival
was 64.5% * 3.7% (SR) versus 26.9% + 3.2% (HR, p < 0.001), and five-year overall survival was
74.0% + 3.5% (SR) versus 32.0% * 3.4% (HR, p < 0.001). Allo-SCT was performed in 43.4% of
SR and 46.7% of HR patients; among transplanted HR patients, five-year overall survival was
54.6% + 5.4% versus 10.0% + 3.0% in non-transplanted HR patients (p < 0.001).
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CNS relapse outcomes (Hazar et al., Leuk Lymphoma 2026)

The dedicated CNS relapse analysis enrolled 97 children (aged 1.1-18.2 years): 43 with isolated
CNS relapse (i-CNS) and 54 with combined systemic and CNS relapse (c-CNS) (9). Two-year
event-free survival was 40.0% and two-year overall survival 49.4%, closely matching international
outcomes; survival was comparable across i-CNS and ¢-CNS subgroups, though induction failure
was more frequent with c-CNS. Multivariable analysis identified three independent predictors of
poor outcome: female sex (hazard ratio 1.96, 95% CI 1.15-3.35 for EFS; hazard ratio 1.95, 95% CI
1.00-3.52 for OS; p=0.014 and 0.027), T-cell immunophenotype (hazard ratio 2.51, 95% CI 1.29-
4.8 for OS; p=0.007), and very early relapse (hazard ratio 4.34, 95% CI 2.00-9.45 for EFS; hazard
ratio 3.05,95% CI 1.31-7.11 for OS; both p<0.01).

DISCUSSION

The ALL-IC REL 2016 experience illustrates principles relevant to real-world evidence generation
in oncology. First, cooperative group registries in paediatric oncology are, in most cases, the primary
evidence base rather than mere complements to trials: patient numbers are small, clinical urgency
precludes extensive randomisation, and equipoise is hard to sustain once evidence favours one
arm. Even the largest cooperative studies in relapsed childhood ALL — the ALL-REZ BFM trials
and IntReALL 2010 — rely mainly on registry-based outcome ascertainment rather than internal
randomisation (6,7).

Second, common guidelines can standardise outcomes faster than any single experimental
intervention: ALL-IC REL 2016 replaced the heterogeneous salvage practices described above with a
resource-adapted but structurally coherent protocol. The resulting SR outcomes (five-year OS 74%)
are comparable to the control arm of the IntReALL 2010 SR study (10), confirming that risk-adapted
salvage therapy delivered consistently across resource-heterogeneous settings can approach top-tier
outcomes. HR outcomes remain poor (five-year OS 32%), consistent with the global challenge of
very early and T-cell relapses, underscoring the need for novel agents such as blinatumomab and
inotuzumab ozogamicin.

Third, the initiative challenges the assumption that influential research originates only from high-
volume centres: it was led by a steering committee drawn predominantly from smaller consortium
centres, showing that sustained registry continuity and cooperative engagement can translate into
guideline leadership regardless of centre volume, and ensuring the guidance was designed for real-
world rather than idealised high-resource implementation. The CNS relapse analysis further illustrates
the value of cooperative infrastructure in generating actionable evidence in subgroups too small for
single-centre analysis — notably the unexpected finding of female sex as an adverse prognostic factor,
alongside the expected role of very early relapse and T-cell immunophenotype.

Limitations include the lack of a randomised control arm, which limits causal inference, and
inconsistent access to flow-cytometry-based MRD assessment and novel therapies such as
haploidentical SCT and total body irradiation, which may have disproportionately affected HR
outcomes (8,9). Future work includes sub-analyses of high-risk biological subgroups, prospective
evaluation of blinatumomab and inotuzumab ozogamicin as bridges to transplantation, and an
expanded cohort study of isolated extramedullary relapses, in preparation.

CONCLUSIONS

The ALL-IC REL 2016 guidance demonstrates that collaborative, registry-based guideline
development within a multinational cooperative group can substantially reduce outcome
heterogeneity in relapsed paediatric ALL, and that smaller consortium centres — through sustained
registry continuity and cooperative engagement — can drive international clinical practice rather than
simply contribute patient numbers to larger programmes. In rare paediatric cancers, where randomised
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controlled trials remain largely unfeasible, real-world evidence of this kind is not a compromise — it
is the standard.
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Izvleéek

Randomizirane kontrolirane klini¢ne raziskave ostajajo temelj presoje ucinkovitosti in varnosti onkoloskega
zdravljenja, vendar zaradi izbranih populacij in nadzorovanih pogojev ne odgovorijo na vsa vprasanja, ki se
pojavijo po uvedbi zdravil v vsakodnevno klini¢no prakso. Podatki iz realnega sveta (angl. real-world data,
RWD), pridobljeni iz elektronskih zdravstvenih zapisov, registrov raka, administrativnih podatkovnih zbirk,
podatkov o zdravilih in izidov, o katerih porocajo bolniki, lahko ob ustrezni raziskovalni zasnovi postanejo
dokazi iz realnega sveta (angl. real-world evidence, RWE).

Njihova vrednost v onkologiji ni le v spremljanju izidov zdravljenja pri $ir$ih in bolj heterogenih skupinah
bolnikov, temve¢ tudi v ugotavljanju, kako se zdravljenje dejansko uporablja, koliko ¢asa traja ter kaksne
posledice ima za porabo zdravstvenih virov in stroske. S tem lahko RWE dopolnjujejo farmakoekonomske
analize, zmanj$ujejo negotovost v modelih stroskovne ucinkovitosti in analizah finan¢nih uéinkov ter
omogocajo ponovno presojo zdravil po uvedbi v klini¢no prakso.

Povezovanje klini¢nih izidov, izidov, pomembnih za bolnike, ter porabe virov je pomembno tudi za
zdravstveno obravnavo, temelje¢o na vrednosti. Verodostojnost taksnih analiz pa je neposredno odvisna od
kakovosti podatkov in metodoloske strogosti. Dokazi iz realnega sveta zato ne nadomes¢ajo randomiziranih
raziskav, temve¢ skupaj z njimi omogocajo celovitej$o presojo klini¢ne in ekonomske vrednosti onkoloskega
zdravljenja.

Od klini¢ne raziskave do vsakodnevne klini¢ne prakse

Odloc¢anje o onkoloskem zdravljenju se ne konca z dokazom, da je zdravilo uéinkovito v klini¢ni
raziskavi. Po njegovi uvedbi se pojavijo nova vprasanja: ali primerljive rezultate dosega tudi pri
bolnikih, ki v raziskavah niso bili dobro zastopani, kako dolgo zdravljenje dejansko traja, kako
pogosto ga je treba prilagajati ali prekiniti ter kaksni so dolgoro¢ni izidi in breme zdravljenja. Prav na
ta vprasanja lahko odgovorijo podatki iz realnega sveta.

Podatki iz realnega sveta so zdravstveni podatki, ki nastajajo zunaj tradicionalnih randomiziranih
klini¢nih raziskav. Dokazi iz realnega sveta pa nastanejo Sele, ko so ti podatki z ustrezno raziskovalno
zasnovo uporabljeni za odgovor na jasno opredeljeno vprasanje (1-3). Velika koli¢ina podatkov torej
sama po sebi $e ni dokaz.

Med najpomembnejSe vire sodijo elektronski zdravstveni zapisi, registri raka, administrativne
podatkovne zbirke, podatki o uporabi zdravil ter izidi, o katerih poro¢ajo bolniki (1-3). Posamezni
viri odgovarjajo na razli¢na vprasanja. Registri omogocajo spremljanje populacij in dolgoro¢nih izidov,
elektronski zdravstveni zapisi vsebujejo podrobnejse klini¢ne informacije, administrativni podatki
pa so zlasti uporabni za spremljanje zdravstvenih storitev in stroskov. Njihova najvedja vrednost se
pokaze, kadar je mogoce te vire povezati in s tem zdruziti podatke o znadilnostih bolnika, zdravljenju,
izidih in porabi zdravstvenih virov (3,4).

Taksni podatki dopolnjujejo predvsem vrzel med populacijo klini¢ne raziskave in bolniki iz
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vsakodnevne prakse. Starej$i, krhki in multimorbidni bolniki so v raziskavah pogosto slabse
zastopani, ¢eprav predstavljajo pomemben delez onkoloske populacije (4,5). V populacijski raziskavi
starej$ih bolnikov z metastatskim plju¢nim rakom je bilo na primer 53,4 % bolnikov opredeljenih kot
netipi¢nih za klini¢ne raziskave, najpogosteje zaradi slabsega stanja zmogljivosti, sréno-zilnih bolezni

ali predhodne maligne bolezni (6).

RWE tako ne odgovarjajo nujno na enako vprasanje kot randomizirane raziskave. Njihova vloga je
predvsem pokazati, kako je zdravljenje uspesno v $ir$i populaciji, kako se uporablja v praksi in ali se
pri¢akovane koristi ohranijo tudi zunaj nadzorovanih raziskovalnih pogojev. Pri redkih rakih in ozko
molekularno opredeljenih skupinah so lahko podatki iz realnega sveta uporabljeni tudi kot zunanja
primerjalna skupina za enokrake raziskave, vendar le ob zadostni primerljivosti populacij, izidov in
obdobja spremljanja (7). RWE zato randomizacije ne nadomes¢ajo, temve¢ jo smiselno dopolnjujejo
(8).

Od klini¢ne koristi do ekonomske vrednosti zdravljenja

Ko je ugotovljeno, da zdravljenje bolniku prinasa korist, se za zdravstveni sistem pojavi naslednje
vpra$anje: kaksna je ta korist glede na sredstva, potrebna za njeno doseganje?

To vprasanje je v onkologiji vse pomembnejse zaradi hitrega razvoja novih zdravljenj, njihove vse
vedje kompleksnosti in visokih stroskov. Ekonomsko vrednotenje pri tem ni namenjeno preprostemu
iskanju najcenejsega zdravljenja. Njegov namen je primerjati dodatne zdravstvene koristi z dodatnimi
stroski in s tem podpreti odloc¢anje o smiselni razporeditvi omejenih zdravstvenih virov.

Pri ekonomskem vrednotenju zdravil je pomembno razlikovati med dvema povezanima, vendar
razli¢nima vidikoma. Farmakoekonomska analiza, zlasti analiza stroskovne udinkovitosti ali
stroskovne koristnosti, primerja dodatne stroske zdravljenja z dodatnimi zdravstvenimi izidi glede
na ustrezno primerjalno moznost. Analiza finan¢nih uéinkov pa ocenjuje, kako uvedba novega
zdravljenja vpliva na izdatke pla¢nika v dolo¢enem ¢asovnem obdobju, pri ¢emer uposteva velikost
upravi¢ene populacije, pricakovano uporabo zdravljenja, njegovo trajanje ter spremembe v porabi
drugih zdravstvenih virov. Pristopa se zato dopolnjujeta: prvi prispeva k presoji razmerja med stroski
in dosezenimi zdravstvenimi izidi, drugi pa pokaze pri¢akovane finanéne posledice uvedbe zdravljenja
za zdravstveni sistem.

Prav pri vhodnih podatkih za tak$ne analize imajo RWE pomembno vlogo. Ob prvi presoji novega
onkoloskega zdravila podatki pogosto izhajajo predvsem iz kliniénih raziskav. Toda trajanje
zdravljenja, pogostost prilagoditev odmerkov, prekinitve, uporaba nadaljnjih terapij, obravnava
nezelenih u¢inkov, hospitalizacije in dolgoro¢no prezivetje se lahko v vsakodnevni praksi razlikujejo
od raziskovalnih protokolov (9-12).

Posebej pomembna je negotovost glede dolgoro¢nih izidov. Ob prihodu novega zdravila je spremljanje
v klini¢nih raziskavah pogosto Se prekratko, zato morajo modeli stroskovne u¢inkovitosti dolgoroéno
prezivetje ekstrapolirati. V sistemati¢nem pregledu onkoloskih vrednotenj britanskega NICE je bilo
prav ocenjevanje dolgoro¢nega preZivetja najpogostej$i namen uporabe podatkov iz realnega sveta
in je predstavljalo 41,5 % vrednotenj, v katerih so bili tak$ni podatki uporabljeni (10). Vprasanje je
posebej pomembno pri molekularno tarénih in tumorsko neodvisnih zdravljenjih, kjer so raziskovalne
populacije pogosto majhne ali heterogene, zato je zadetna negotovost glede dolgoro¢ne klini¢ne koristi
in stroskovne u¢inkovitosti ve¢ja (11).

RWE lahko pomembno spremenijo tudi oceno finanénih posledic zdravljenja. Ce bolniki zdravilo v
praksi prejemajo krajsi ¢as, kot je bilo predvideno v raziskavi, so stroski lahko nizji, druga¢na pogostost
hospitalizacij, nezelenih uc¢inkov ali nadaljnjih terapij pa jih lahko tudi poveca. Pri zaviralcih PD-1 za
napredovali melanom je bilo na primer opisano krajse trajanje zdravljenja v realnem svetu, kot bi ga
bilo mogoce pri¢akovati na podlagi raziskovalnih protokolov (13).

Bistvo RWE v zdravstveni ekonomiki zato ni nadomestitev modeliranja, temve¢ postopno
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zmanjsevanje negotovosti. Model, oblikovan ob prihodu zdravila, je mogode z novimi podatki
preverjati in posodabljati. Farmakoekonomska presoja tako postane proces, ki spremlja zdravilo tudi
po njegovi uvedbi, namesto da ostane enkratna ocena ob zaletku financiranja (10,14).

Od ekonomske vrednosti do vrednosti za bolnika

Stroskovna uc¢inkovitost je le eden od vidikov vrednosti zdravljenja. Poleg preZivetja in drugih klini¢nih
izidov je pomembno, kako zdravljenje vpliva na bolnikovo funkcionalno stanje, kakovost Zivljenja,
nezelene udinke in celotno breme zdravljenja. Celovita presoja vrednosti mora zato vkljuc¢evati tudi
izide, ki so pomembni za bolnika.

Na tem izhodi$¢u temelji na vrednosti temelje¢a zdravstvena obravnava. Njeno bistvo ni znizevanje
stroskov, temve¢ izbolj$evanje izidov, pomembnih za bolnika, glede na sredstva, ki so za to potrebna.
V onkologiji to pomeni povezovanje prezivetja, nezelenih u¢inkov, funkcionalnega stanja, kakovosti
zivljenja in bremena zdravljenja s celotno porabo zdravstvenih virov (4,15).

Dokazi iz realnega sveta so pri taksni presoji pomembni, saj omogocajo spremljanje izidov med
celotnim potekom zdravljenja. Posebno vlogo imajo izidi, o katerih porocajo bolniki, saj dopolnjujejo
klini¢ne podatke z informacijami o simptomih, kakovosti Zivljenja in bremenu zdravljenja. Elektronsko
spremljanje simptomov lahko omogo¢i njihovo zgodnejse prepoznavanje in pravocasnejse ukrepanje.
V raziskavi PRO-TECT je tedensko elektronsko spremljanje simptomov odlozilo poslabsanje
telesnega delovanja, simptomov in kakovosti Zivljenja ter zmanjsalo uporabo urgentnih sluzb, medtem
ko razlike v celokupnem prezivetju niso ugotovili (16,17).

Podatki, ki jih sporocajo bolniki, lahko zajamejo tudi finan¢no breme zdravljenja, ki je povezano s
slabso kakovostjo Zivljenja ter slab$im telesnim, duSevnim in socialnim pocutjem (18). S tem se
vrednotenje zdravljenja raziri preko tradicionalnih klini¢nih izidov in vklju¢uje tudi bolnikovo
dejansko izkusnjo bolezni in zdravljenja.

Dobri podatki $e niso nujno dobri dokazi

Ena od prednosti dokazov iz realnega sveta je, da odrazajo zdravljenje v heterogenih populacijah in
vsakodnevni klini¢ni praksi. Vendar vedja podobnost klini¢ni praksi sama po sebi $e ne zagotavlja
zanesljivej$ih dokazov. Ker zdravljenje v opazovalnih raziskavah ni dodeljeno naklju¢no, se lahko
primerjane skupine bolnikov Ze ob zatetku spremljanja pomembno razlikujejo glede prognoze,
pridruzenih bolezni, stanja zmogljivosti in drugih znadilnosti.

Poseben metodoloski izziv predstavljajo mote¢i dejavniki. Izbira zdravljenja je v klini¢ni praksi
pogosto povezana z bolnikovim zdravstvenim stanjem, zato opazenih razlik v izidih ni vedno mogoce
pripisati samemu zdravljenju. Bolniki, ki prejmejo doloc¢eno zdravljenje, so lahko na primer Ze
izhodi$¢no v boljSem splosnem stanju od bolnikov v primerjalni skupini. Ce teh razlik v analizi ne
upostevamo ustrezno, je lahko ocena udinka zdravljenja izkrivljena. Pomembni viri pristranskosti so
tudi selekcijska pristranskost, manjkajo¢i podatki ter napake pri opredelitvi in merjenju izidov (19).

Pri raziskavah, ki analizirajo ¢as do dogodka, je treba posebno pozornost nameniti pristranskosti
zaradi t. i. nesmrtnega ¢asa (angl. immortal time bias). Ta lahko nastane, kadar mora bolnik preZiveti
dolo¢eno obdobje, da je lahko razvri¢en v skupino, ki prejme proucevano zdravljenje. Ce zaletek
spremljanja in ¢as prejema zdravljenja v analizi nista ustrezno usklajena, je lahko korist zdravljenja
precenjena. Tveganje je mogoce zmanjsati z ustreznimi ¢asovno odvisnimi analizami ter z metodami,
ki posnemajo zasnovo vnaprej opredeljene ciljne randomizirane raziskave (angl. target trial emulation)
(20,21).

Verodostojni dokazi iz realnega sveta zato zahtevajo jasno raziskovalno vprasanje, vnaprej opredeljeno
raziskovalno populacijo in zacetek spremljanja, ustrezno primerjalno skupino ter vnaprej dolo¢en
nacrt analize. Analiti¢ne metode morajo ustrezno upostevati motece dejavnike in manjkajoce podatke,
z analizami obcutljivosti pa je treba preveriti, kako razliéne predpostavke vplivajo na rezultate. K
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preglednejsemu in doslednejSemu nalrtovanju ter porocanju raziskav dokazov iz realnega sveta v
onkologiji prispevajo tudi smernice ESMO GROW (22).

Metodoloska doslednost je $e posebej pomembna, kadar dokazi iz realnega sveta niso namenjeni
zgolj opisu klini¢ne prakse, temve¢ naj bi podpirali oceno primerjalne ucinkovitosti zdravljenja,
farmakoekonomsko vrednotenje ali odlo¢itve o financiranju.

Vrednotenje zdravila se z uvedbo v prakso ne konca

Ce podatki iz realnega sveta omogocajo preverjanje, ali se pricakovani klini¢ni in ekonomski izidi
uresni¢ujejo, jih je smiselno uporabljati v celotnem zivljenjskem ciklu zdravila.

Pred odobritvijo lahko RWE v izbranih okolis¢inah dopolnjujejo razvoj zdravila in zunanje primerjalne
podatke. Po odobritvi pa postanejo pomembni za druga vprasanja: kako se zdravilo uporablja, kaksni
so njegovi izidi v $irsi populaciji, kaksna je dejanska poraba virov in ali se negotovosti, prisotne ob
prvotni odloditvi, s¢asoma zmanj$ujejo (14,23).

To je pomembno tudi zato, ker regulatorni organi in organi za vrednotenje zdravstvenih tehnologij ne
odgovarjajo na povsem enako vprasanje. Regulatorno vrednotenje je usmerjeno predvsem v razmerje
med koristmi in tveganji zdravila, pri odlo¢itvah o vkljuditvi v zdravstveni sistem pa je treba poleg
primerjalne kliniéne udinkovitosti upostevati Se stroske, finan¢ne posledice in posledice izbire za
razpolozljiva sredstva zdravstvenega sistema (23).

Taksen pristop zahteva podatkovno infrastrukturo, ki omogoc¢a longitudinalno spremljanje bolnika.
Registri raka postanejo zato bistveno uporabnejsi, ¢e so povezani s klini¢nimi zapisi, podatki o
zdravilih, administrativnimi zbirkami, podatki o umrljivosti in izidi, o katerih porocajo bolniki

(24,25).

To je posebej relevantno za manjse evropske zdravstvene sisteme, kjer lahko populacijski registri
zajamejo velik delez bolnikov. Njihov potencial pa je odvisen od popolnosti in pravocasnosti podatkov.
Evropski registri se $e vedno precej razlikujejo glede zajema podatkov o zdravljenju, biooznacdevalcih,
ponovitvah bolezni in izidih bolnikov (24-26). Za njihovo udinkovito uporabo so zato potrebni
standardizirano zbiranje podatkov, varno povezovanje podatkovnih zbirk in sodelovanje med kliniki,
registri, pla¢niki ter drugimi odlocevalci.

Zakljucek

Klini¢ne raziskave, dokazi iz realnega sveta in ekonomsko vrednotenje odgovarjajo na razli¢na,
vendar med seboj povezana vprasanja. Randomizirane raziskave zagotavljajo najzanesljivej$o oceno
u¢inka zdravljenja v opredeljenih pogojih. RWE pokazejo, kaj se z zdravljenjem dogaja po uvedbi v
sirSo klini¢no prakso, farmakoekonomsko in zdravstvenoekonomsko vrednotenje pa te izide poveze s
porabo omejenih zdravstvenih virov.

Najvedja vrednost RWE zato ni v nadomes¢anju obstoje¢ih dokazov, temveé v povezovanju klini¢nega
raziskovanja z vsakodnevno prakso in odlo¢anjem v zdravstvenem sistemu. Omogocajo preverjanje
predpostavk o dolgoro¢nem prezivetju, trajanju zdravljenja, stroskih in finanénih posledicah ter s tem
tudi ponovno presojo zdravila, ko je o njegovi dejanski uporabi znanega vec.

Ob kakovostnih podatkih, ustrezni metodologiji in povezani podatkovni infrastrukturi lahko dokazi
iz realnega sveta prispevajo k natanénej$emu klini¢nemu odlo¢anju, bolj utemeljenemu ekonomskemu
vrednotenju ter zdravstveni obravnavi, ki poleg klini¢ne koristi uposteva tudi izide, pomembne za
bolnika, in dolgoro¢no vzdrznost zdravstvenega sistema.
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Izvleéek

Randomizirane kontrolirane raziskave (angl. randomized controlled trials, RCT) so temelj ocenjevanja
ucinkovitosti in varnosti zdravljenja v ginekoloski onkologiji. Naklju¢na razporeditev bolnic v skupine
zmanj$uje vpliv motecih dejavnikov in omogoca zanesljivejSe sklepanje o ucinkih zdravljenja. Vendar
dolgotrajno izvajanje raziskav in stroga vkljuc¢itvena merila omejujejo pravocasnost rezultatov ter njihovo
prenosljivost na vse bolnice v vsakdanji praksi. Podatki iz prakse (angl. real-world data, RWD) so podatki
o zdravstvenem stanju in zdravstveni oskrbi, ki se rutinsko zbirajo iz razli¢nih virov. Z njihovo analizo
pridobivamo dokaze iz prakse (angl. real-world evidence, RWE) o uporabi, koristih in tveganjih zdravljenja
(1). V prispevku predstavljamo njihovo vlogo pri najpogostejsih ginekoloskih rakih in pri redkejsih rakih

zunanjega spolovila in noznice.

Podatki iz prakse pri raku jaj¢nikov

Zdravljenje raka jajénikov se je z razvojem citoreduktivne kirurgije, molekularnega testiranja in
tarénega zdravljenja vse bolj prilagodilo znac¢ilnostim posamezne bolnice in njenega tumorja.
Pomembno vlogo imajo zaviralci poli(ADP-riboze) polimeraze (PARP). RWD omogocajo
spremljanje njihove uporabe in izidov zdravljenja v rutinski klini¢ni praksi (2).

Viri RWD vkljucujejo elektronsko zdravstveno dokumentacijo, institucionalne in nacionalne registre
ter podatke o obratunanih zdravstvenih storitvah (1). Pri raku jajénikov jih lahko povezujemo tudi z
genomskimi podatki ter tako prou¢ujemo izbiro zdravljenja glede na biomarkerje in dolgoro¢ne izide

(2).
Pri vzdrzevalnem zdravljenju z zaviralci PARP so RWD uporabni za oceno izbire bolnic, trajanja
in prekinitev zdravljenja ter izidov glede na spremembe v genih BRCA1/2 in okvaro homologne

rekombinacije (angl. homologous recombination deficiency, HRD). Raziskave iz prakse tako
dopolnjujejo podatke o uéinkovitosti, pridobljene v RCT (2).

Richardson in sod. so leta 2024 analizirali amerisko klini¢no-genomsko bazo, ki povezuje elektronsko
zdravstveno dokumentacijo iz priblizno 280 onkoloskih ambulant s podatki o genomskem profiliranju
(2). VKljutili so 673 bolnic z napredovalim rakom jajénikov, zdravljenih s kemoterapijo (KT), ki
vkljucuje platino, v prvi liniji; 160 jih je prejemalo vzdrzevalno zdravljenje z zaviralci PARP, 513 pa
vzdrzevalnega zdravljenja ni prejemalo.

Pri bolnicah s pozitivnim genomskim podpisom HRD je bilo vzdrzevalno zdravljenje povezano z
dalj$im prezivetjem brez napredovanja bolezni, ocenjenim iz podatkov rutinske oskrbe (angl. real-
world progression-free survival, rwPFS); razmerje ogrozenosti (angl. hazard ratio, HR) je znasalo
0,36 (95-odstotni interval zaupanja 0,24-0,55). Povezava je bila prisotna tudi pri bolnicah brez
sprememb BRCA1/2 s pozitivnim podpisom HRD (HR 0,40; 95-odstotni interval zaupanja
0,22-0,72). Pri negativnem podpisu HRD statisti¢no znac¢ilne razlike niso ugotovili (2).

Rezultati kaZejo uporabnost povezovanja klini¢nih in genomskih podatkov. Nana$ajo se na
uporabljeni genomski podpis HRD in opazovalno zasnovo; odsotnost statisti¢no znacilne razlike zato
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ne dokazuje odsotnosti koristi pri vseh bolnicah z negativnim izvidom drugih testov HRD (2).

Chan in sod. so vanalizi 705 bolnic po zaklju¢eni KT prve linije primerjali 166 bolnic na vzdrzevalnem
zdravljenju z zaviralcem PARP s 539 bolnicami, ki so bile aktivho spremljane (3). Vzdrzevalno
zdravljenje je bilo povezano z dalj$im ¢asom do naslednjega zdravljenja ali smrti, ki so ga uporabili kot
priblizek rwPES. Delez bolnic, ki so prejele zaviralec PARP, se je povecal s 6 % leta 2017 na 53 % leta
2021. Raziskava prikazuje uvajanje zdravljenja v prakso, pri primerjavi izidov pa je treba upostevati
nerandomizirano izbiro zdravljenja in razli¢no trajanje spremljanja.

Raziskava RESPONSE, objavljena leta 2022, je zajela 1.119 bolnic z novoodkritim napredovalim
visokogradusnim seroznim ali endometrioidnim rakom jajénikov iz osmih zahodnih drzav (4). Slo
je za opazovalno raziskavo z retrospektivnim zbiranjem podatkov iz zdravstvene dokumentacije.
Primarno citoreduktivno operacijo je opravilo 40,8 % bolnic, intervalno pa 39,3 %. Med operiranimi
po primarnem pristopu pri 55,5 % ni bilo vidnega ostanka bolezni, po intervalni operaciji pa pri
63,9 %. Ti podatki opisujejo dejansko uporabo razli¢nih strategij zdravljenja; zaradi razlik pri izboru
bolnic neposredno ne dokazujejo prednosti enega kirurskega pristopa.

Pri vrednotenju kirurskih izidov iz prakse je treba poleg vrste posega upostevati razirjenost bolezni,
splosno stanje bolnice in izbor za operacijo. Primerjave med centri so zato smiselne le ob ustreznem
upostevanju razlik v njihovih populacijah (4).

Cheeseman in sod. so leta 2023 v okviru mednarodnega konzorcija Ovarian Real-World International
Consortium (ORWIC) analizirali 3.344 bolnic z epitelijskim rakom jaj¢nikov, diagnosticiranim
med letoma 2012 in 2018, v sedmih centrih iz $estih evropskih in azijskih drzav (5). Rutinsko zbrane
podatke so uskladili s skupnim podatkovnim modelom. Analize so izvedli lokalno, med centri pa so
primerjali zdruzene rezultate, brez prenosa podatkov o posameznih bolnicah.

Med centri je delez bolnic z boleznijo v stadiju III-IV po klasifikaciji Mednarodne zveze za
ginekologijo in porodnistvo (FIGO) znasal od 62 % do 84 %. Centri z mlaj$imi bolnicami in bolj$im
splo$nim stanjem so pogosteje izvajali citoreduktivne operacije. KT, ki vkljuc¢uje platino, se je dosledno
uporabljala v prvi liniji, ve¢je razlike pa so bile prisotne pri nadaljnjih linijah in vzdrzevalnem
zdravljenju. Pri nekaterih bolnicah so zabelezili do 11 linij sistemskega zdravljenja. Raziskava ORWIC
zato ponazarja moznost proucevanja celotnega zaporedja zdravljenja, tudi poznih linij, za katere je
podatkov iz RCT manj, ter izvedljivost mednarodnega sodelovanja ob uporabi skupnih opredelitev

podatkov (5).

Podatki iz prakse pri raku materni¢nega telesa

Pri raku endometrija RWD omogocajo ocenjevanje uvajanja molekularne klasifikacije, izbire
sistemskega zdravljenja in posledic zdravljenja za kakovost Zivljenja. Slovenske raziskave prispevajo
podatke o uporabi molekularne ocene tveganja v klini¢nem okolju (6).

Molekularna klasifikacija opredeljuje tumorje s patogeno mutacijo eksonukleazne domene gena
POLE (POLEmut), z okvaro popravljanja neujemanja baz v DNA (angl. mismatch repair deficiency,
MMRd), z nenormalnim vzorcem izrazanja p53 (p53abn) in brez specifi¢nega molekularnega profila
(angl. no specific molecular profile, NSMP). Vklju¢evanje teh podatkov v klini¢nopatolosko oceno
omogoc¢a natanénejso razvrstitev bolnic v skupine glede na tveganje za ponovitev bolezni (6).

Knez in sod. so v prospektivno kohortno raziskavo v Univerzitetnem klini¢nem centru Maribor
vkljudili 45 bolnic z biopsijsko potrjenim rakom endometrija, zdravljenih med januarjem 2020 in
februarjem 2021 (6). Status POLE so dolo¢ili s sekvenciranjem po Sangerju, MMRd in p53abn pa z
imunohistokemi¢nim pregledom. Sest tumorjev z znadilnostmi ve¢ molekularnih skupin so analizirali
lo¢eno. Med preostalimi 39 tumorji je bilo 22 NSMP (56,4 %), 13 MMRd (33,3 %), trije p53abn
(7,7 %) in en POLEmut (2,6 %). Vkljutitev molekularnih podatkov je spremenila razvrstitev v
skupino tveganja pri $tirih od 39 bolnic (10,3 %). Ker je izbira dopolnilnega zdravljenja odvisna tudi
od te razvrstitve, bi sprememba lahko vplivala na terapevtsko odlo¢itev.
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Raziskava kaze, da lahko molekularna opredelitev tumorja spremeni oceno tveganja pri posamezni
bolnici. Pri heterogeni skupini NSMP ostaja potreba po dodatnih biomarkerjih, ki bi omogo¢ili
natan¢nej$e napovedovanje poteka bolezni (6).

Mevius in sod. so leta 2025 objavili retrospektivno kohortno raziskavo primarno napredovalega ali
ponovljenega raka endometrija v Nemdiji v obdobju 2015-2021 (7). Uporabili so anonimizirane
podatke zdravstvenega zavarovanja iz Saske in Turingije. Vklju¢enih je bilo 466 bolnic, ki so zacele
sistemsko zdravljenje; povprec¢na starost je bila 68 let. Najpogosteje uporabljeni zdravili v prvi liniji sta
bili karboplatin (45,7 %) in paklitaksel (43,1 %), zdravljenje druge linije pa je prejelo 32,8 % bolnic.
Mediana celotnega prezivetja je znasala 47,5 meseca, ocenjeno petletno prezivetje pa 46,2 %. Pri 18,5
% bolnic je bilo zabeleZeno testiranje tumorskega tkiva z imunohistokemijo ali verizno reakcijo s
polimerazo. Raziskava opisuje takratno prakso in omejeno zabelezeno uporabo tumorskega testiranja.
Podatkov iz obdobja 2015-2021 ne moremo neposredno prenesti na danasnjo uporabo molekularne
klasifikacije in novih sistemskih zdravljenj.

Sobocan in sod. so pri bolnicah, zdravljenih zaradi raka endometrija v Univerzitetnem klini¢nem
centru Maribor med letoma 2016 in 2019, ovrednotili slovenski prevod vprasalnika EORTC
QLQ-EN24 Evropske organizacije za raziskovanje in zdravljenje raka (8). Simptome in funkcioniranje,
o katerih so porocale bolnice, so povezali s klini¢nimi znadilnostmi in zdravljenjem. Pogostejse
prebavne tezave, misi¢ne bolecine in bole¢ine v hrbtu so bile povezane s slabsimi rezultati na drugih
ocenjevanih podrodjih. Spolne in vaginalne tezave so bile povezane s slabso telesno samopodobo; 39
% bolnic je porocalo o spolni aktivnosti v zadnjih $tirih tednih. Raziskava poudarja pomen izidov,
o katerih porocajo bolnice, za prepoznavanje dolgoro¢nih posledic zdravljenja. Taks$ni podatki
dopolnjujejo prezivetje in ponovitev bolezni kot merili uspesnosti oskrbe. V $ir$em okviru RWD jih
obravnavamo glede na nacin zbiranja: ta raziskava je uporabila namenski vprasalnik med bolnicami
po zdravljenju.

Podatki iz prakse pri obravnavi raka materni¢nega vratu

Pri raku materni¢nega vratu RWD omogocajo ocenjevanje dostopnosti sistemskega zdravljenja
in deleza bolnic, ki prejmejo posamezne linije zdravljenja (9). Pri lokalno napredovali bolezni
so uporabni tudi za spremljanje izvedbe obsevanja in so¢asne KT, kar podrobneje prikazujejo v
nadaljevanju opisane raziskave.

Denschlag in sod. so retrospektivno analizirali 503 bolnice s ponovljenim ali metastatskim rakom
materni¢nega vratu, diagnosticiranim med letoma 2018 in 2022, v 31 nemskih centrih (9). KT
z zdravljenjem s protitelesi je prejelo 55 % bolnic, samo KT 22 %, brez sistemskega zdravljenja pa
jih je bilo 22 %. Preostalih $est bolnic je prejelo samo imunoterapijo. Pri 283 bolnicah je bolezen
napredovala, od teh jih je 176 (62 %) prejelo sistemsko zdravljenje druge linije. Mediana celotnega
prezivetja je bila 25 mesecev ob KT z zdravljenjem s protitelesi, 17 mesecev ob sami KT in
3,6 meseca brez sistemskega zdravljenja. Razlik ne moremo pripisati zgolj zdravljenju, saj skupine niso
bile randomizirane in so se lahko razlikovale v splosnem stanju ter znacilnostih bolezni. Raziskava
izpostavlja velik delez bolnic, ki sistemskega zdravljenja ne prejmejo ali ne preidejo na naslednjo linijo.

Randomizirana raziskava KEYNOTE-826 je pokazala dalj$e prezivetje brez napredovanja bolezni in
celotno prezivetje ob dodatku pembrolizumaba KT z bevacizumabom ali brez njega pri perzistentnem,
ponovljenem ali metastatskem raku materni¢nega vratu (10). V prispevku jo navajamo kot primer
randomiziranega dokaza, ne kot raziskavo RWD. Raziskave iz prakse lahko nato ocenijo, pri katerih
bolnicah se tak$no zdravljenje dejansko uporablja, kako ga prenasajo in kaksni so izidi v rutinski

oskrbi.

Jddskelainen in sod. so retrospektivno ocenili 112 bolnic z lokalno napredovalim rakom materni¢nega
vratu, zdravljenih z radikalnim obsevanjem v Univerzitetni bolni$nici v Kuopiu med letoma 2009 in
2018 (11). Skladnost zdravljenja s smernicami so ocenjevali glede na so¢asno KT, zdravljenje zasevkov
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v bezgavkah, odmerek obsevanja primarnega tumorja in skupno trajanje zdravljenja. Vse bolnice so
prejele magnetnoresonanéno vodeno brahiterapijo.

Petletno celotno prezivetje je znasalo 60,1 %, prezivetje brez bolezni 57,0 %, lokalni nadzor bolezni
pa 85,7 %. Zdravljenje je bilo ustrezno skladno s smernicami pri 76,8 % bolnic. V tej skupini je bilo
petletno celotno prezivetje 67 % v primerjavi z 39 % pri bolnicah z ve¢jimi odstopanji; preZivetje brez
bolezni je znasalo 62 % v primerjavi z 42 %, nadzor bolezni v bezgavkah pa 84 % v primerjavi z 61 %.
Manj kot trije cikli so¢asne KT so bili povezani s slab$imi izidi. Ugotovitve poudarjajo pomen izvedbe
zdravljenja, vendar je treba povezave razlagati ob upostevanju razlik v znadilnostih bolnic in bolezni
med skupinama (11).

Registrski podatki omogocajo tudi spremljanje uporabe brahiterapije pri lokalno napredovalem raku
materni¢nega vratu. Zgodovinska ameriSka analiza je pokazala upad njene uporabe kljub takratnim
priporo¢ilom (12).

Bagshaw in sod. so iz registra Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) vkljucili 12.300
bolnic, zdravljenih z definitivnim obsevanjem med letoma 1988 in 2010 (12). Delez bolnic, ki
so prejele zunanje obsevanje skupaj z brahiterapijo, se je zmanj$al z 68 % na 45 %, uporaba samega
zunanjega obsevanja pa se je povecala. To je primer razkrivanja odstopanj od priporo¢enega zdravljenja
na ravni populacije; podatki opisujejo navedeno zgodovinsko obdobje, ne sedanje pogostosti uporabe
brahiterapije.

Thompson in sod. so v devetih radioterapevtskih oddelkih Novega Juinega Walesa analizirali
zdravljenje z brahiterapijo v letu 2003 (13). V oddelkih z ve¢jim $tevilom obravnavanih bolnic je bil
pogosteje dosezen v raziskavi uporabljeni odmerni kazalnik kakovosti: skupni odmerek zunanjega
obsevanja in brahiterapije v to¢ki A najmanj 80 Gy (58 % v primerjavi s 14 %). Zdravljenje je bilo
zaklju¢eno v osmih tednih pri 66 % bolnic v oddelkih z ve¢jim obsegom dela in pri 35 % v oddelkih
z manj$im obsegom dela. Gre za zgodovinski kazalnik, vezan na takratno naértovanje obsevanja; ne
predstavlja samostojnega priporo¢ila za odmerjanje sodobne slikovno vodene brahiterapije.

Tak$ne analize pomagajo prepoznati organizacijske in izvedbene pomanjkljivosti oskrbe, ki jih
raziskave s strogo dolo¢enim protokolom zdravljenja tezje zajamejo (13).

Podatki iz prakse pri obravnavi raka zunanjega spolovila in noznice

Pri redkih rakih zunanjega spolovila in noznice so velike RCT tezje izvedljive, zato pomemben del
znanja prispevajo retrospektivne serije in opazovalne kohorte. Nekateri terapevtski pristopi se opirajo
tudi na izku$nje pri raku materni¢nega vratu (14).

Registri in velcentriéne zbirke podatkov omogocajo opisovanje znadilnosti bolnic, nadinov
zdravljenja in izidov. Zaradi majhnih in pogosto neprimerljivih skupin pa je pri sklepanju o razlikah v
u¢inkovitosti zdravljenja potrebna previdnost (14).

Leung in sod. so retrospektivno analizirali 688 bolnic iz Britanske Kolumbije, pri katerih je bil
med letoma 2000 in 2017 diagnosticiran rak zunanjega spolovila (560 bolnic) ali noznice (128
bolnic); mediana starosti je bila 68 let (14). Primerjali so izide kirurskega zdravljenja, radioterapije
in kemoradioterapije. Pri bolnicah, zdravljenih z definitivnim obsevanjem, dodatek so¢asne KT pri
nobeni od obeh vrst raka ni bil povezan s statisti¢no znacilno dalj$im celotnim prezivetjem. Ta rezultat
zaradi retrospektivne zasnove in moznih razlik med skupinami ne dokazuje enakovrednosti pristopov
ali odsotnosti koristi KT. Raziskava ponazarja, kako lahko ve¢je kohorte dopolnijo omejene podatke

pri redkih rakih.

Slovenska retrospektivna raziskava Univerzitetnega klini¢nega centra Maribor je vklju¢ila 124 bolnic
z rakom zunanjega spolovila, zdravljenih med letoma 1994 in 2017 (15). Opisala je klini¢nopatoloske
znadilnosti, nadine zdravljenja in podatke o okuzbi s humanimi papilomavirusi. Taksne serije
omogocajo vpogled v obravnavo redke bolezni skozi daljse obdobje.
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V raziskavi raka noznice v severovzhodni Sloveniji so v obdobju 1995-2017 zabelezili 33 bolnic;
plos¢atoceli¢ni karcinom je predstavljal 78 % primerov (16). Majhno $tevilo bolnic tudi v 23-letnem
obdobju kaze potrebo po povezovanju podatkov med ustanovami za zanesljivej$e analize.

Vivod in sod. so na Onkoloskem institutu Ljubljana primerjali 11 bolnic z izolirano ponovitvijo raka
zunanjega spolovila, zdravljenih z elektrokemoterapijo, in 15 bolnic, zdravljenih s $iroko lokalno
ekscizijo (17). V 12 mesecih spremljanja niso ugotovili statisticno znacilne razlike v lokalnem
nadzoru tumorja, elektrokemoterapija pa je bila povezana s krajsim posegom in kraj$im bolni$ni¢nim
bivanjem. Nerandomizirana primerjava kaze moznost manj invazivne obravnave izbranih bolnic,
vendar majhen vzorec in kratko spremljanje ne omogocata sklepa o enakovrednosti zdravljenj. Ker je
bila elektrokemoterapija v tej raziskavi uvedena in spremljana prospektivno, gre za primer dopolnilnih
klini¢nih podatkov pri redki bolezni, ki ga je treba razlikovati od analize izklju¢no rutinsko zbranih
RWD.

Zakljucek
RWD dopolnjujejo RCT z informacijami o uporabi zdravljenja in izidih v vsakdanji ginekolosko-

onkoloski praksi. Pri raku jaj¢nikov omogocajo proucevanje vzdrzevalnega zdravljenja in zaporedja
terapij, pri raku endometrija uvajanja molekularne klasifikacije ter posledic zdravljenja za kakovost
zivljenja, pri raku materni¢nega vratu pa dostopnosti in kakovosti izvedbe zdravljenja. Pri redkih rakih
zunanjega spolovila in noznice lahko povezovanje podatkov med ustanovami izbolj$a poznavanje
bolezni in obravnave.

Pri razlagi RWE je treba upostevati izbor bolnic, motec¢e dejavnike, manjkajoce podatke in razlike v
opredelitvah izidov. Povezava med zdravljenjem in bolj$im preZivetjem v opazovalni raziskavi sama
po sebi ne dokazuje vzro¢nega ucinka. Prav tako vsaka nerandomizirana ali prospektivna raziskava ni
nujno raziskava RWD; pomemben je izvor podatkov in na¢in njihovega zbiranja.

Za nadaljnji razvoj so pomembni kakovostni registri, povezovanje klini¢nih in molekularnih podatkov
ter sistemati¢no vkljuc¢evanje izidov, o katerih porocajo bolnice. Skupne opredelitve in standardizirano
zbiranje podatkov omogocajo primerjave med centri ter podpirajo strokovne odloc¢itve o izbolj$anju

oskrbe.
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Izvleéek

Zanesljivost genomskega profiliranja raka je odvisna od primerljivosti rezultatov med laboratoriji, metodami
in analitskimi platformami. Pri hitrem razvoju sekvenciranja naslednje generacije je meroslovna podpora, ki bi
pomembno prispevala k vedji zanesljivosti rezultatov na tem podro¢ju, zelo omejena. Projekt GenomeMET je
bil namenjen zapolnjevanju te vrzeli. Z razvojem referen¢nih merilnih postopkov in referenénih materialov ter
s podporo zunanjemu ocenjevanju kakovosti smo partnerji projekta pomembno prispevali k ve¢ji zanesljivosti
genomskega profiliranja raka. V prispevku predstavljamo razvoj in ovrednotenje potencialnih referen¢nih
merilnih postopkov na osnovi digitalnega PCR za izbrane oznacevalce raka na genih PIK3CA, NRAS, MET,
ESRI in TP53 ter njihovo uporabo pri dodeljevanju meroslovno sledljivih vrednosti referenénim materialom
in materialom za sheme zunanjega ocenjevanja kakovosti. Poseben poudarek je namenjen vzpostavljanju
meroslovne sledljivosti v skladu z zahtevami ISO 17511. Rezultati projekta potrjujejo, da meroslovno
utemeljeni pristopi predstavljajo pomemben predpogoj za zanesljivo uporabo genomskih podatkov pri
zgodnjem odkrivanju raka, spremljanju bolezni in podpori precizni medicini.

Uvod

Napredek na podro¢ju genomskega profiliranja, ki ga omogocajo tehnologije, kot je sekvenciranje
naslednje generacije (NGS), in vse ve¢ja uporaba novih metod za pridobivanje vzorcev, kot je
tekocinska biopsija, spreminja zdravljenje bolnikov z rakom: omogoc¢a zgodnej$e in natancnejse
diagnoze, usmerja izbire terapij ter spodbuja razvoj ciljno usmerjenih terapij, kar izbolj$uje izide
zdravljenja in u¢inkovitost zdravstvenega sistema. S hitrim razvojem in vse ve¢jo uporabo NGS pa je
primerljivost rezultatov genomskega profiliranja med laboratoriji, spletnimi platformami in vrstami
testov pogosto nezadovoljiva. To je po eni strani posledica kompleksnega postopka od pridobivanja
vzorca do bioinformatske analize, po drugi strani pa posledica slabse meroslovne infrastrukture in s
tem pomanjkanja referen¢nih merilnih postopkov (RMP) in referenénih materialov (RM), ki so sicer
uveljavljeni na drugih podro¢jih laboratorijske medicine.

Potreba po meroslovni podpori se odraza tudi v zakonodaji, saj Uredba EU o iz vitro diagnosti¢nih
medicinskih pripomo¢kih (IVDR, EU 2017/746) (1) od proizvajalcev izrecno zahteva dokazano
meroslovno sledljivost (skladno zISO 17511) (2) vrednostim, ki so dodeljene referen¢nim materialom.

Projekt Metrology for genomic profiling to support early cancer detection and precision medicine, na
kratko GenomeMETS (Evropsko partnerstvo za metrologijo, sporazum 22HLT06, koordinator
INRiM, Italija, s podporo NML pri LGC, Velika Britanija) (3), je bil zasnovan z namenom zapolnitve
te vrzeli. V okviru projekta smo razvili in ovrednotili ve¢ potencialnih RMPjev za tar¢no dolocanje
oznacevalcev raka in jih uporabili pri vrednotenju referen¢nih materialov in materialov za sheme
zunanjega ocenjevanja kakovosti (angl. External Quality Assessment - EQA) na podro&ju genomskega
profiliranja.
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Razvoj referen¢nih merilnih postopkov (RMP)
RMP je po definiciji standarda ISO 151934 merilni postopek (4), uporabljen za pridobitev rezultatov,

primernih za ocenjevanje to¢nosti vrednosti, dodeljenih z drugimi merilnimi postopki za isto veli¢ino.
RMP mora biti znanstveno utemeljen, tehni¢no validiran, merilna negotovost pa mora biti v celoti
ovrednotena. Postopek mora biti tudi ustrezno dokumentiran, tako da je njegova izvedba neodvisno
ponovljiva. Take postopke praviloma izvajajo nacionalni meroslovni instituti, njihovo medsebojno
primerljivost pa preverjajo Studije Posvetovalnega odbora za mnozino snovi (angl. Consultative
Committee for Amount of Substance: Metrology in Chemistry and Biology - CCQM) (5).

Za primarno metodologijo smo izbrali digitalni PCR (dPCR), ki omogoca absolutno kvantifikacijo
tarénih zaporedij brez uporabe umeritvenih krivulj. Podlagi za absolutno kvantifikacijo sta
razporejanje tarénih molekul v na tiso¢e posameznih reakcij in Poissonova statistika. Prednosti dPCR
so meroslovna sledljivost do ravni ene molekule, visoka obcutljivost za redke tarce (npr. < 0,1 % deleza
variantnega alela, vAF) ter uporabnost tako za kvantifikacijo specifi¢nih oznacevalcev raka kot za
doloc¢anje celokupne DNA. Trenutno je v bazi Skupega odbora za sledljivost v laboratorijski medicini
(angl. Joint Committee for Traceability in Laboratory Medicine — JCTLM) (6) navedenih le 12
RMP-jev za oznalevalce raka, kar predstavlja kriti¢no vrzel infrastrukture. V okviru projekta smo zato
izbrali prioritetne oznalevalce in razvijali metode za njihovo kvantifikacijo (Tabelal). Potencialne
RMP-je smo ovrednotili z ve¢ parametri, kot so linearnost, obcutljivost, ponovljivost, vmesna
natan¢nost in merilna negotovost.

Tabela 1: Prioritetni oznacevalci raka in stanje razvoja potencialnih referen¢nih merilnih postopkov

(RMP) za njihovo kvantifikacijo v projektu GenomeMET.

Oznacevalec Stanje RMP ob zakljucku projekta GenomeMET

PIK3CA, p.E545K Kandidatni RMP ovrednoten; meja detekeije pri 0,10 % vAF, meja
kvantifikacije pri 0,50 % vAF*; obnovljivost testirana v medlaboratorijski
Studiji CCQM-K189
PIK3CA, p.E542K Potencialni RMP v vrednotenju
PIK3CA, p.H1047R Potencialni RMP v vrednotenju
NRAS, p. Q61R Potencialni RPM razvit in ovrednoten; meja detekeije pri 0,10 % vAF, meja
kvantifikacije pri 0,50 % vAF (7)
MET, CNV Potencialni RPM razvit in ovrednoten (8)
ESR1, p.Y537S Potencialni RMP v vrednotenju; meja detekcije pri 0,12 % vAF, meja
kvantifikacije pri 0,36 % vAF
ESR1, p.D538G Potencialni RMP v vrednotenju; meja detekcije pri 0,65 % vAF, meja
kvantifikacije pri 1,98 % vAF
TP53, p.R273C Potencialni RPM v vrednotenju; meja detekeije pri 0,20 % vAF, meja
kvantifikacije pri 0,50 % vAF

*VAF - Frekvenca variantnega alela (ang. allele frequency ali variant allele frequency)

Za uspesno genomsko profiliranje je pomembno, da za analizo uporabimo zadostno koli¢ino dovolj
kvalitetne DNA. Siroko uporabljane metode za dolo¢anje celokupne DNA so slabo primerljive
(9), zato smo razvili tudi potencialni RMP za dolo¢anje celokupne DNA, ki temelji na so¢asnem
dolocanju koli¢ine petih referenénih genov: RPPHI (ribonukleaza P, komponenta RNA H1; angl.
ribonuclease P RNA component H1), NR4Q (deoksicitidin kinaza; angl. deoxycytidine kinase),
HBBI (hemoglobin, podenota beta; angl. hemoglobin subunit beta), 22C3 (fosfomanomutaza 1;
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angl. phosphomannomutase 1) in 2PR4 (ribosomski protein S27a; angl. ribosomal protein S27a)
(10). Tak pristop omogoca niZjo merilno negotovost v primerjavi z uporabo enega referencnega
gena za kvantifikacijo celokupne DNA. Na tak nadin se izognemo tudi morebitni pristranskosti pri
doloc¢anju variabilnosti tevila kopij (angl. copy number variations — CNV).

Razvoj in vrednotenje referen¢nih materialov

Poleg ustreznih RMP so za izbolj$anje primerljivosti rezultatov med laboratoriji nujne ustrezne
kontrole in referen¢ni materiali. V okviru projekta smo zato razvijali in/ali vrednotili primarne
referen¢ne materiale in kontrole za genomsko profiliranje.

Primarni referen¢ni materiali

Z obstoje¢imi in novimi RMP-ji smo ovrednotili dva mednarodna standarda Svetovne zdravstvene
organizacije (angl. WHO International Standard) in sicer 1* International Reference Panel for
genomic KRAS codons 12 and 13 mutations (16/250) (11) in 1* International Standard for HCT 15
Cancer Genome (18/118) (12). Ovrednotili smo tudi potencialni mednarodni standard za razli¢ne
variante EGFR v ctDNA in sodelovali pri razvoju standarda z variabilnim $tevilom kopij. V postopku
vrednotenja je tudi potencialni novi referen¢ni material, namenjen obogatitvi in genomski analizi
tumorskih celic v krvnem obtoku (CTC) v vzorcih tekodinske biopsije. Gre za referenéni material, ki
bo omogocil kontrolo kakovosti celotnega poteka dela, vkljuéno s predanaliti¢nimi koraki, ki bistveno
prispevajo k skupni merilni negotovosti pri testiranju tekoce biopsije.

Kontrole za genomsko profiliranje

Razvili smo razli¢ne material za kontrolo enega ali ve¢ korakov v postopku genomskega profiliranja.
Razvita je bila zunanja kontrola za izolacijo ¢fDNA, ki omogoca ovrednotenje ucinkovitosti
izolacije. Za kontrolo postopkov pri tkivu pa smo uporabili 2D in 3D celi¢ne kulture, ki smo jih
obravnavali kot klini¢ne vzorce bolnikov z nedrobnoceli¢nim plju¢nim rakom. Primerjali smo sveze
zamrznjene vzorce celi¢nih kultur, z vzorci, fiksiranimi v formalinu 24 in 72 ur. Vzorce smo analizirali
s spektrofotometri¢nimi in fluorimetri¢nimi metodami, z novo razvitim pet tarénim dPCR za
dolo¢anje celokupne DNA ter z NGS. Dobljeni rezultati bodo omogo¢ili razvoj novih referenénih
materialov.

Hierarhija kalibracij in meroslovna sledljivost

Kalibracijska hierarhija ponazarja, kako se meroslovna sledljivost do mednarodnega sistema enot
(SI) prenasa od primarnega RMP preko primarnega certificiranega referenénega materiala (CRM)
in sekundarnih oziroma delovnih materialov proizvajalca do kon¢nega klini¢nega rezultata bolnika,
pri ¢emer se obicajno pri vsakem koraku povecuje merilna negotovost (Tabela 2). Brez delujoce
kalibracijske hierarhije rutinskih klini¢nih rezultatov razli¢nih platform ali laboratorijev ni mogoce
zanesljivo primerjati niti preveriti njihove to¢nosti. V okviru projekta Smo zato Vzpostavili primer
meroslovne sledljivosti za genomsko profiliranje v skladu z ISO 17511 (2). Obstojeée in nove
RMP-je za smo uporabili za primer vzpostavitve meroslovne sledljivosti za vrednosti VAF za posamezne

oznacevalce raka na genih PIK3CA in KRAS.

Za ta namen smo izbrali komercialni material proizvajalca SensID. Material je mesanica fragmentirane
DNA dveh celi¢nih linij (normalna linija in linij kolorektalnega raka) pri razli¢nih vrednostih vAF
(~50 %, ~5 % in ~1 %). Uporaba RMP je omogo¢ila vzpostavitev meroslovne sledljivosti, pri ¢emer
je bila merilna negotovost ovrednotena tako pri razvoju RMP-jev kot pri dolo¢anju vFA vrednosti
v analiziranem materialu. Tako ovrednoten material lahko sluZi kot sekundaren RM za dolocanje
morebitnih odstopanj pri genomskem profiliranju z NGS.
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Tabela 2: Ponazoritev kalibracijske hierarhije za genomsko merjenje deleza variantnega alela (vAF) na
primeru KRAS p.G12D.

Nivo hierarhije Opis Merilna KRAS p.G12D
negotovost
1% Primarni RMP Najvidji nivo; uvrséen v Najnizja dPCR RMP za vAF
JCTLM, izveden v nacionalnem
meroslovnem institutu ali
referen¢nem laboratoriju
1°. Primarni CRM Vrednost dodeljena s primarnim | Nizka 50 % + 0,5 % vAF (¢ista
RMP; uvr$¢en v JCTLM DNA)
2. Sekundarni RM Vrednost dodeljena s primerjavo s | Srednja 50 % + 1,0 % vAF
proizvajalca CRM; zamenljivost (fragmentirana DNA)
3. Delovni kalibrator/ | Kontrola znotraj kompleta za Visoka 5% + 1,5 % vAF
kontrola proizvajalca | NGS/qPCR (fragmentirana DNA)
4. Klini¢ni rezultat Rutinski NGS/qPCR rezultatv | Najvisja 4,8% + 1,9 % vAF
(bolnik) klini¢nem laboratoriju (skupna)

Sodelovanje pri zunanjem ocenjevanju kakovosti (EQA)

Sheme zunanjega ocenjevanja kakovosti (EQA) zagotavljajo neodvisno oceno delovanja laboratorijev.
Temeljijo na distribuciji referenénih vzorcev sodelujo¢im laboratorijem ter primerjavi rezultatov s

pri¢akovanimi vrednostmi. EQA je tudi temelj akreditacije v skladu s standardom ISO 15189 (13).

Na podrodju genomskega testiranja raka so obstoje¢e sheme pretezno usmerjene v kvalitativno
ocenjevanje in ne ocenjujejo kvantitativne variabilnosti (VAF). Zato sistemati¢ne napake, skupne
ve¢ laboratorijem, ostanejo neodkrite. Za prenos teh spoznanj v rutinsko prakso EQA sta bila v
konzorcij vklju¢ena tudi vodilna evropska ponudnika EQA shem, INSTAND (Nemdija) in GenQA
(Velika Britanija). Tako smo lahko rezultate projekta uporabili za izbolj$ave shem EQA. Izboljsave
smo dosegali na tri nacine: (1) z zagotavljanjem meroslovno sledljivih vrednosti EQA materialom
(uporaba dPCR RMP omogoca zaznavo nakljuéne variabilnosti in sistemati¢ne pristranskosti),
(2) s podporo pri razvoju nove sheme za testiranje ctDNA ter (3) z razvojem nove sheme za
predanalitske dejavnike (izolacija cFDNA).

Konkreten primer podpore je nova shema "Molecular Genetics: ctDNA Tumour Panel EQA"
(INSTAND, oznaka 752), pri kateri smo partnerji z RMP-ji dolo¢ali vrednosti vVAF variant BRAF
V600E, EGFR T790M, KRAS (kodona 12 in 13), NRAS (kodon 61), ESR1 in PIK3CA v ctDNA.
Med meroslovnimi instituti smo ugotovili dobro ujemanje kvalitativnih rezultatov in vAF, medtem ko
je bila variabilnost poro¢anih vAF visoka med ostalimi sodelujo¢imi laboratoriji. Pokazalo se je tudi,
da so bile niZje vrednosti vAF (0,5-1 %) bistveno tezje zaznavne, kar potrjuje potrebo po nadaljnji
standardizaciji.

Zakljucek

Projekt GenomeMET predstavlja pomemben prispevek k vzpostavljanju meroslovne infrastrukeure za
genomsko profiliranje raka. Razvoj in ovrednotenje RMP-jev na osnovi dPCR omogocata zanesljivejso
dodelitev meroslovno sledljivih vrednosti referen¢nim materialom in podporo EQA shemam ter
posledi¢no izbolj$anje primerljivosti rezultatov med laboratoriji, metodami in platformami. Rezultati
potrjujejo prakti¢no uporabnost tak$nega pristopa, hkrati pa izpostavljajo potrebo po nadaljnji
standardizaciji pri zaznavanju nizkih delezev vAF, kjer ostaja pomemben izziv variabilnost med
rezultati laboratorijev.
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Izvleéek

Elektrokemoterapija (EKT) je lokalna metoda zdravljenja tumorjev, ki z elektri¢nimi pulzi poveca prepustnost
celicne membrane in s tem vstop citostatika v tumorske celice. Pri zdravljenju bazalnoceli¢nega karcinoma
(BCCQ) je primerna predvsem za bolnike, pri katerih bi kirursko zdravljenje povzrodilo ve¢jo funkcionalno
ali estetsko prizadetost, ter za starejSe bolnike z ve¢ pridruzenimi boleznimi. V prispevku bomo predstavili
slovenske izku$nje z EKT pri zdravljenju BCC, s poudarkom na prilagoditvi odmerka bleomicina pri
starej$ih bolnikih. Klini¢ne raziskave so sprva proucevale farmakokinetiko bleomicina ter u¢inkovitost EKT
s standardnim (15.000 IU/m?) in zmanj$anim (10.000 IU/m?) intravenskim odmerkom. Farmakokineti¢na
analiza je pokazala pocasnejse izlotanje bleomicina pri starej$ih bolnikih, zgodnje klini¢ne raziskave pa
primerljivo u¢inkovitost obeh odmerkov. Zdravljenje BCC z elektrokemoterapijo je postalo del standardnega
zdravljenja in je zapisano v Slovenske smernice zdravljenja BCC. Nadaljnje spremljanje bolnikov je pokazalo
primerljivo tveganje za ponovitve bolezni predvsem v prvem letu, dolgoro¢na retrospektivna analiza, ki je
vkljudila 116 bolnikov, starejsih od 65 let, z 257 histolosko potrjenimi BCC, pa je pri dalj$em spremljanju
zaznala ve¢ ponovitev bolezni po zmanj$anem odmerku. Danes na podlagi dokazov in izkusenj vemo, da je
EKT uc¢inkovita moznost lokalnega zdravljenja BCC pri starej$ih bolnikih. Zmanjsani odmerek bleomicina
je smiselna individualizirana moznost pri skrbno izbranih starejsih bolnikih z ve¢ pridruzenimi boleznimi, pri
bolnikih z dalj$o pri¢akovano Zivljenjsko dobo pa je treba upostevati vedje tveganje poznih lokalnih ponovitev.

Uvod

Bazalnoceli¢ni karcinom je najpogostejsi maligni tumor koze. Ceprav praviloma raste pocasi in zelo redko
zaseva, lahko zaradi infiltracije v okoliska tkiva le-ta poskoduje. To je posebej pomembno pri tumorjih glave in
vratu, kjer lahko obseznejsi kirurski posegi povzrocijo funkcionalne in estetske posledice. Pri izbiri zdravljenja
je zato poleg onkoloske ucinkovitosti treba upostevati tudi lokalizacijo in velikost tumorja, predhodna
zdravljenja, splo$no stanje bolnika, pridruzene bolezni in pri¢akovano zivljenjsko dobo.

EKT je lokalno ablativno zdravljenje, ki temelji na kombinaciji citostatika in elektroporacije. Z dovajanjem
kratkih elektri¢nih pulzov na tumor prehodno pove¢amo prepustnost membrane tumorskih celic in s tem
omogoc¢imo bistveno udinkovitejsi vstop slabo permeabilnih citostatikov, predvsem bleomicina, v celice.
Poleg neposrednega citotoksi¢nega uc¢inka ima EKT tudi Zilne u¢inke ter lahko prispeva k aktivaciji lokalnega
imunskega odziva.

V Sloveniji ima raziskovanje elektroporacije in EKT dolgo tradicijo, razvoj metode pa je potekal v tesnem
sodelovanju predklini¢nih raziskovalcev. Pomemben del slovenskih klini¢nih raziskav je bil usmerjen v
vprasanje, ali je mogoce pri starej$ih bolnikih zmanj$ati odmerek bleomicina, ne da bi bistveno zmanjsali
ucinkovitost zdravljenja.
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Od farmakokineti¢ne klini¢ne raziskave do individualiziranega zdravljenja

Pri EKT s sistemsko aplikacijo bleomicina se standardno uporablja intravenski odmerek 15 000 IU/ m? telesne
povrsine. Starostniki pa predstavljajo posebno populacijo, saj so pri njih pogostejSe pridruzene bolezni in
zmanjsano ledvi¢no delovanje, kar lahko vpliva na farmakokinetiko bleomicina (1).

V sodelovanju z Institutom Jozef Stefan smo v Sloveniji razvili metodo za dolo¢anje bleomicina v krvi in
sicer na podlagi teko¢inske kromatografije, sklopljeno z masno spektrometrijo visoke lo¢ljivosti (2). Tako
smo lahko izvedli prospektivno klini¢no $tudijo, v kateri smo opredelili terapevtsko okno EKT na podlagi
farmakokinetike bleomicina pri bolnikih, starejsih od 65 let. Po intravenskem bolusu bleomicina v odmerku
15 000 IU/m* smo bolnikom odvzemali vzorce krvi in dolo¢ili koncentracijo bleomicina v serumu. Analiza
je pokazala pocasno, monofazno izlo¢anje bleomicina iz seruma, z o¢istkom, manj$im od 500 ml/min, in
razpolovnim ¢asom priblizno 30 minut. Pri starej$ih bolnikih je terapevtsko okno za izvedbo EKT lahko daljse
od obicajno uporabljenega in lahko traja od 8 do 40 minut ali celo dlje po aplikaciji bleomicina. Podaljsana
prisotnost terapevtskih koncentracij bleomicina v serumu pa ima lahko tudi klini¢ne posledice. Daljsa
izpostavljenost lahko poveca tveganje za nezelene u¢inke bleomicina, vkljuéno s plju¢no fibrozo, ter zaradi
vedjega privzema zdravila v elektroporirane tumorske celice prispeva k obseznejsi nekrozi tumorja. Ti podatki
so bili osnova za nadaljevanje raziskav v smeri zmanj$anega odmerka bleomicina (1).

Prve klini¢ne izku$nje z zmanj$anim odmerkom bleomicina

Sledila je nova klini¢na raziskava, ki je preucevala uc¢inkovitost EKT z zmanj$anim odmerkom bleomicina
pri starejsih bolnikih z nemelanomskim koznim rakom glave in vratu. Zeleli smo ugotoviti, ali je mogoce
standardni intravenski odmerek bleomicina 15 000 IU/m?* zmanj$ati na 10 000 IU/ m”, ne dabistem zmanjsali
ucinkovitost EKT (3).

V prospektivno raziskavo smo vkljucili 28 bolnikov, starejih od 65 let, s skupno 52 nemelanomskimi koznimi
tumorji glave in vratu. Dvanajst bolnikov s 24 tumorji je prejelo zmanj$ani odmerek bleomicina (10 000 IU/
m?), 16 bolnikov z 28 tumorji pa standardni odmerek (15 000 IU/m?). Ve¢ina tumorjev v obeh skupinah je bila
BCC. Po intravenski aplikaciji bleomicina smo izvedli EKT po standardnem postopku. Rezultati so pokazali
primerljivo u¢inkovitost EKT pri zmanj$anem in standardnem odmerku bleomicina, saj med skupinama ni
bilo statisti¢no znadilnih razlik v lokalnem nadzoru tumorjev. Raziskava je tako pokazala, da lahko pri starejsih
bolnikih zmanj$anje odmerka bleomicina za priblizno tretjino ohrani dobro protitumorsko uéinkovitost
EKT. Iz klini¢ne $tudije smo sklepali, da je odmerek 10 000 IU/m? bleomicina lahko ué¢inkovita alternativa
standardnemu odmerku 15 000 IU/m? pri starejsih bolnikih z nemelanomskim koznim rakom glave in vratu
(3). Tak pristop bi lahko zmanjsal sistemsko izpostavljenost bleomicinu in s tem potencialno tudi tveganje za
nezelene udinke, kar je posebej pomembno pri starej$ih bolnikih. Zev zakljuc¢kih izsledkov, ki smo jih objavili,
smo izpostavili, da so to preliminarni rezultati razmeroma majhne skupine bolnikov, in da je potrebno bolnike
spremljati in ugotovitve potrditi na ve¢jem $tevilu bolnikov.

Raziskava je pokazala tudi, da se bleomicin pri bolnikih, mlajsih od 65 let, iz plazme izlo¢a hitreje kot
pri starej$ih bolnikih, zato zmanj$evanje standardnega odmerka 15 000 [U/m? pri mlajsih bolnikih ni
priporodljivo (4).

Dolgoroc¢ni rezultati zdravljenja BCC z EKT

Na podlagi rezultatov klini¢nih raziskav in izkusenj je bila EK'T kot moznost zdravljenja izbranih bolnikov z
BCC leta 2018 vklju¢ena v slovenska priporo¢ila za obravnavo bolnikov z BCC, ki so bila leta 2019 objavljena
tudi v reviji Onkologija (5). Vkljutitev je sledila $irSemu evropskemu razvoju, saj je britanski NICE Ze leta
2014 objavil priporo¢ila za uporabo EKT pri primarnem BCC. Tudi aktualne evropske interdisciplinarne
smernice za BCC navajajo EKT kot moznost pri izbranih bolnikih, kadar kirurgija ali radioterapija nista
primerni oziroma izvedljivi (6). EKT tako ni zdravljenje prvega izbora za ve¢ino BCC, temve¢ pomembna
lokalna alternativa predvsem pri tumorjih na lokacijah, kjer jih teZje zdravimo, pri ponavljajoc¢ih se ali lokalno
napredovalih tumorjih.
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EKT je postala del vsakdanje klini¢ne prakse, vendar smo bolnike $e vedno spremljali, tudi v okviru
mednarodne mreza za izmenjavo izkusenj in klini¢ne prakse na podrodju elektrokemoterapije InspECT
(International Network for Sharing Practices on Electrochemotherapy).

V raziskavi Jamsek in sod. smo primerjali dolgoro¢ni odgovor na EKT pri 28 bolnikih, starej$ih od 65 let, z
52 nemelanomskimi koznimi tumorji glave in vratu, ki so prejeli bodisi zmanj$ani odmerek bleomicina 10
000 IU/m?, bodisi standardni odmerek 15 000 IU/m* Med skupinama nismo ugotovili statisti¢no znacilne
razlike v lokalnem nadzoru tumorjev, ¢eprav je bilo pri dalj$em spremljanju v skupini z zmanj$anim odmerkom
zaznati ve¢ ponovitev (39,0 % pri mediani spremljanja 28 mesecev) kot pri standardnem odmerku (15,4 % pri
mediani 40 mesecev) (7).

Te ugotovitve smo dodatno ocenili v obseznejsi retrospektivni analizi Groselj in sod. iz leta 2025. Analiza je
zajela 116 bolnikov, starej$ih od 65 let, in 257 histolosko potrjenih BCC, od katerih je bilo 175 zdravljenih z
zmanj$anim in 82 s standardnim odmerkom bleomicina. Dolgoro¢ni rezultati, z obdobjem spremljanja do 8,8
let, so pokazali primerljivo stopnjo ponovitve med skupinama predvsem v prvem letu po EKT, medtem ko so
se pri zmanj$anem odmerku ponovitve kasneje pojavljale nekoliko pogosteje. Prezivetje brez ponovitve bolezni
je bilo zato mejno bolj$e pri standardnem odmerku (p = 0,041). Pomembno pa je, da je bila ob ponovitvi po
zmanj$anem odmerku ponovna EKT s standardnim odmerkom bleomicina zelo u¢inkovita. Rezultati tako
podpirajo individualizacijo odmerjanja: zmanj$ani odmerek 10.000 IU/m?* predstavlja utemeljeno moznost
pri starejsih in bolj krhkih bolnikih oziroma bolnikih s kraj$o pri¢akovano Zivljenjsko dobo, medtem ko je
pri bolnikih s pri¢akovano dalj$o Zivljenjsko dobo zaradi boljsega dolgoro¢nega nadzora smiselnej$a uporaba
standardnega odmerka (8). Nasi rezultati so skladni z nedavno objavljenimi dolgoro¢nimi podatki baze
Insp-ECT, ki potrjujejo u¢inkovitost in trajnost odgovora BCC na zdravljenje z EKT (9).

Pomen dokazov iz realnega sveta

Razvoj EKT bazalnoceli¢nega karcinoma v Sloveniji je odli¢en primer postopnega prenosa raziskovalnih in
farmakoloskih spoznanj v vsakodnevno klini¢no prakso. Farmakokineti¢ne raziskave so dokazale starostno
pogojene razlike v izlo¢anju bleomicina, sledile so raziskave zmanj$anega odmerka, nato pa analiza dolgoro¢nih
rezultatov vedje skupine bolnikov.

Taks$ni podatki so posebej pomembni pri starejsih bolnikih, ki zaradi starosti, pridruzenih bolezni
ali funkcionalnega stanja pogosto niso popolnoma primerljivi s populacijami, vklju¢enimi v klasi¢ne
randomizirane klini¢ne raziskave. Pri teh bolnikih cilj zdravljenja ni nujno samo maksimalna dolgoro¢na
lokalna kontrola, temve¢ je treba upostevati tudi breme zdravljenja, tveganje zapletov, kakovost zivljenja in
pric¢akovano Zivljenjsko dobo.

Rezultati kazejo, da zmanj$ani odmerek bleomicina ni univerzalna zamenjava za standardni odmerek.
Nasprotno, predstavlja moznost individualizacije zdravljenja. Pri bolniku z dalj$o pri¢akovano Zivljenjsko
dobo je zaradi tveganja poznih ponovitev smiselna uporaba standardnega odmerka, ¢e zanj ni kontraindikacij.
Pri zelo starem ali bolniku z ve¢ pridruzenimi boleznimi pa lahko zmanj$ani odmerek predstavlja ustrezno
ravnovesje med uc¢inkovitostjo in intenzivnostjo zdravljenja.

Slovenske izkusnje tako kazejo, kako dokazi iz realnega sveta dopolnjujejo rezultate klini¢nih raziskav ter
omogodijo prilagajanje EKT starosti, pridruzenim boleznim in pri¢akovani Zivljenjski dobi posameznega

bolnika.
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Izvleéek

Totalna neoadjuvantna terapija (TNT) predstavlja klju¢ni koncept zdravljenja lokalno napredovalega
raka rektuma, ki celotno zdravljenje premika v predoperativno obdobje. Namen prispevka je primerjava
nedavno objavljenih rezultatov dveh raziskav na podlagi podatkov iz realnega sveta: velike mednarodne
multicentri¢ne Studije in slovenske kohorte bolnikov z Onkoloskega instituta Ljubljana, z namenom ugotoviti
reproducibilnost mednarodnih rezultatov v slovenski klini¢ni praksi.

Analizirani so bili podatki dveh “real-world” raziskav. Mednarodna $tudija (International Real-World TNT
Study Consortium, 2025) je vklju¢evala 1.585 bolnikov iz 61 centrov v 21 drzavah, zdravljenih med letoma
2012 in 2023. Slovenska raziskava (Ramanovi¢ in sod., 2026) je obravnavala zaporedno kohorto 205 bolnikov,
zdravljenih med letoma 2016 in 2023 po enotnem institucionalnem "sandwich" TNT-protokolu (indukcijska
kemoterapija -> hipofrakcionirana IMRT-SIB kemoradioterapija -> konsolidacijska kemoterapija).

Srednja starost bolnikov je bila v obeh skupinah 61 let. Mednarodna kohorta je pokazala visoko heterogenost
protokolov TNT (33,4 % RAPIDO-like, 17,7 % PRODIGE 23-like). Delez popolnih odgovorov (klini¢nih
in patoloskih skupaj) je v mednarodni kohorti znasal 23,2 %, v slovenski pa 29,5 % (pCR 19,3 %; ¢cCR 10,2
%). Skoraj popolni patoloski odgovor smo belezili pri 37,6 % bolnikov. Delez radikalnih (R0) resekcij je bil
94,5 %, 5-letno skupno prezivetje (OS) 81,1 % in prezivetje brez ponovitve bolezni (DFS) 75,2 %. V program
sledenja (“Watch&Wait”) je vstopilo 12,1 % mednarodnih in priblizno 10 % slovenskih bolnikov s popolnim
klini¢nim odgovorom na zdravljenje. Ponovna lokalna rast v slovenski W&W skupini je znasala 33,3 % ob
srednjem Casu sledenja petih let (5-letno TME-free prezivetje 73,1 %), pri ¢emer je bila pri resevalni kirurgiji
dosezena 100 % stopnja RO-resekeij.

Slovenski rezultati zdravljenja z enotnim "sandwich" TNT-protokolom so povsem skladni z mednarodno
real-world izkusnjo. Raziskavi sta komplementarni in potrjujeta, da je mogoce koncept TNT uspesno in
standardizirano implementirati v slovenskem terciarnem onkoloskem okolju ter zagotoviti njegovo kakovostno
izvedbo.

UVOD

Totalna neoadjuvantna terapija (TNT) je v zadnjih letih postala eden klju¢nih konceptov zdravljenja
lokalno napredovalega raka rektuma. Randomizirane raziskave, kot so PRODIGE 23, RAPIDO in
OPRA (1-3), so pokazale, da je mogoce celotno zdravljenje prestaviti v predoperativno obdobje ter
s tem izboljsati izvajanje sistemskega zdravljenja in pri delu bolnikov povecati verjetnost popolnega
odgovora.

Toda klini¢ne raziskave ne povedo vsega. Bolniki, ki jih sre¢ujemo v vsakodnevni klini¢ni praksi,
so starejsi, bolj heterogeni, imajo ve¢ pridruzenih bolezni in niso vedno zdravljeni po enem samem
standardiziranem protokolu. Prav tako se med centri razlikujejo izbira in intenzivnost kemoterapije,
zaporedje zdravljenja, radioterapevtske tehnike in kriteriji za vkljucitev v program sledenja brez
kirurskega posega (W&W ). Zato so podatki iz realnega sveta (real-world data, RWD) pomembno

dopolnilo randomiziranim raziskavam (1-3).

Izpostaviti velja nedavno objavljene rezultate dveh $tudij. Prva je najve¢ja mednarodna real-world
analiza TNT pri lokalno napredovalem raku rektuma, objavljena v JAMA Oncology leta 2025
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in izvedena v okviru International Real-World TNT Study Consortium pod vodstvom Francesca
Sclafanija (4). Vklju¢evala je 1.585 bolnikov iz 61 centrov v 21 drzavah. Druga je slovenska raziskava
Ramanovi¢a in sod., objavljena leta 2026 v Cancers, ki je analizirala 205 zaporednih bolnikov,
zdravljenih po enotnem sandwich TNT-protokolu na Onkoloskem institutu Ljubljana (5). Primerjava
obeh raziskav omogoca zanimiv vpogled v vprasanje: ali je mogoce rezultate TNT iz razli¢nih
zdravstvenih okolij reproducirati tudi v slovensko klini¢no prakso?

METODE

V pri¢ujodi analizi sta primerjani dve real-world raziskavi, ki ponujata dve razli¢ni, a dopolnjujoci se
perspektivi na implementacijo TNT.

Mednarodna raziskava Audisio et al. oziroma International Real-World TNT Study Consortium (4)
je retrospektivno zajela 1.585 bolnikov, zdravljenih v 61 centrih 21 drZav, med letoma 2012 in 2023.
Ta kohorta primarno prikazuje heterogenost real-world zdravljenja na globalni ravni, kjer se znotraj
vsakodnevne prakse prepleta ve¢ razli¢nih terapevtskih pristopov.

Slovenska raziskava Ramanovi¢a in sod. (5) je vklju¢evala 205 zaporedno zdravljenih bolnikov na
Onkoloskem institutu Ljubljana med letoma 2016 in 2023. V nasprotju z mednarodno kohorto
slovenska raziskava prikazuje, kaj je mogoce doseci z relativno homogenim in standardiziranim
pristopom v enem samem terciarnem onkoloskem centru. Vsi bolniki v slovenski kohorti so bili
namre¢ zdravljeni po strogo dolo¢enem institucionalnem sandwich TNT-protokolu:

o indukcijska kemoterapija
e hipofrakcionirana IMRT-SIB kemoradioterapija

o konsolidacijska kemoterapija.

To pomeni, da lahko slovenska raziskava precej bolj neposredno ocenjuje udinek in izvedljivost
konkretnega terapevtskega zaporedja. Prav zato se raziskavi ne izklju¢ujeta, ampak se dopolnjujeta.

REZULTATI

Primerjava terapevtskih protokolov in znacilnosti kohort

V mednarodni kohorti TNT ni pomenil enega samega zdravljenja, saj so bili bolniki zdravljeni z
razli¢nimi strategijami, ki so posnemale uveljavljene klini¢ne Studije (4): PRODIGE 23-like (17,7 %);
RAPIDO-like (33,4 %); OPRA induction-like (12,0 %); OPRA consolidation-like (16,2 %) ter drugi
rezimi (22,7 %). Mednarodna kohorta zato zelo dobro odraza dejansko stanje v sodobni onkologiji:
TNT je postal standardni koncept, vendar ni enoten protokol. Nasproti temu stoji slovenska kohorta,
ki je bila popolnoma homogena, saj so vsi bolniki prejeli omenjeni sandwich TNT protokol (5).

Glede demografskih in prognosti¢nih znacilnosti je zanimivo, da je bila mediana starosti v obeh
kohortah prakti¢no enaka, in sicer 61 let (4,5). Vendar je mednarodna raziskava omogo¢ila precej
$irsi vpogled v heterogenost bolnikov, kjer je le 79,5 % bolnikov imelo vsaj eno znadilnost visokega
tveganja za ponovitev bolezni, kot so ¢T4, cN2, EMVI (ekstramuralna vaskularna invazija), ogrozena
ali prizadeta mezorektalna fascija (MRF) oziroma lateropelvi¢na limfadenopatija (4), v slovensko pa

so bili vkljuéeni taki bolniki (5).

Primerjava klju¢nih parametrov med mednarodno in slovensko real-world raziskavo je sistemati¢no

prikazana v spodnji tabeli (Tabela 1).
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Tabela 1: Klini¢ni parametri in primerjava izidov zdravljenja med mednarodno in slovensko kohorto

bolnikov
Parameter Mednarodna kohorta (4) Slovenska kohorta (5)

Stevilo bolnikov (n) 1.585 bolnikov 205 bolnikov

Mediana starosti 61 let 61 let

Zasnova protokola Heterogena (33,4 % RAPIDO- [ Homogena (100 %
like, 17,7 % PRODIGE-like, | institucionalni "sandwich"
282 % OPRA-like, 22,7% | protokol)
drugo)

Celotni popolni odgovor (cCR [23,2 % 29,5 % (pCR: 19,3 %; cCR:

+ pCR)

10,2 %)

kratko spremljanje

Izrazit patoloski odgovor Ni natan¢no navedeno 37,6 %
Stopnja radikalnih RO-resekcij |Ni  natanéno  opredeljeno, [ 94,5 %
variira glede na center
Vkljuéitev v program W&W | 12,1 % (192 bolnikov) 10,2 % (21 bolnikov)
Lokalna ponovna rast (W&W) |Ni  natan¢no  opredeljeno, | 33,3 % (ob srednjem ¢asu

spremljanja ~5 let)

Uspesnost resevalne kirurgije

Ni konsolidirano

100 % RO-resekcija ob ponovni
rasti

Dolgoro¢ni izidi (5-letni)

Ni doseZeno za celotno kohorto

OS: 81,1 %; DEFS: 75,2 %;

TME-free: 73,1 %

Stopnje tumorskega odgovora in kirurski izid

V mednarodni real-world kohorti je bil patoloski ali klini¢ni popolni odgovor dosezen pri 23,2 %
je bil patoloski popolni odgovor (pCR) dosezen pri 19,3 %, klini¢ni popolni odgovor (cCR) pa pri
10,2 % bolnikov (5). Skoraj popolni patoloski smo belezili pri 37,6 % bolnikov. Na prvi pogled se
zdi, da je slovenska kohorta dosegla boljsi odgovor. Vendar bi bila neposredna primerjava preve¢
poenostavljena. Mednarodna kohorta je precej bolj heterogena, saj vkljucuje razlicne TNT-rezime,
razli¢ne centre in razli¢ne prakse ocenjevanja odgovora, medtem ko je bila slovenska kohorta
zdravljena po enotnem institucionalnem protokolu. Zato je bolj pravilna interpretacija, da so slovenski
rezultati skladni z mednarodno real-world izku$njo in kazejo, da lahko tudi standardiziran sandwich
TNT doseze visoko stopnjo popolnega odgovora.

Kirurski in dolgoro¢ni rezultati znotraj slovenske izkusnje kazejo, da lahko enoten model zdravljenja
doseze visoko stopnjo uspesnosti: stopnja radikalnih RO-resekcij je znasala 94,5 %, 5-letno skupno
prezivetje (OS) je bilo 81,1 %, 5-letno prezivetje brez ponovitve bolezni (DFS) pa 75,2 % (5).

Strategija Watch & Wait

V mednarodni kohorti je po TNT 192 bolnikov (12,1 %) vstopilo v program W&W, dodatnih 30
bolnikov pa je bilo zdravljenih z lokalno ekscizijo (4). V slovenski kohorti je bilo v program W& W
vklju¢enih 21 bolnikov, kar predstavlja priblizno desetino celotne kohorte (5). V slovenski skupini
je bila lokalna ponovna rast ugotovljena pri 33,3 % ob srednjem ¢asu spremljanja skoraj petih let.
Petletno prezivetje brez TME (totalne mezorektalne ekscizije) je bilo 73,1 %.
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RAZPRAVA

Kaj nam mednarodni in slovenski podatki skupaj povedo o konceptu TNT in strategiji W&W?
Obe raziskavi mo¢no podpirata koncept, da lahko pomemben del bolnikov po intenzivnem
neoadjuvantnem zdravljenju doseze odgovor, ki omogoca opustitev takojinje kirurske TME (4,5).
Vendar pa real-world podatki hkrati poudarjajo tri klju¢na dejstva: (i) program W&W je namenjen
izklju¢no skrbno izbranim bolnikom, (ii) klini¢ni popolni odgovor (¢CR) ne pomeni nujno trajnega
nadzora bolezni, in (iii) moZnost pravocasne reSevalne kirurgije je sestavni in obvezni del celotne
strategije.

Slovenska raziskava ima pri tem posebeno tezo, saj je imela relativno dolgo spremljanje W& W
skupine. Potrdila je lokalno ponovno rast pri priblizno tretjini bolnikov (5). Pomemben podatek
slovenske kohorte je, da je bila pri vseh bolnikih, pri katerih je bila kasneje potrebna operacija zaradi
ponovne rasti, dosezena radikalna RO-resekcija.

Ce mednarodna raziskava odgovarja na vpraanje, kako se TNT uporablja po svetu, slovenska
raziskava odgovarja na vprasanje, kaj lahko dosezemo z dobro opredeljenim TNT-protokolom
v realni klini¢ni praksi. V tem ti¢i bistvena razlika in mo¢ obeh $tudij. Mednarodna raziskava ¢rpa
svojo mo¢ iz velikega $tevila bolnikov, vkljuc¢enosti 61 centrov iz 21 drzav, ter izrazite raznolikosti
terapevtskih strategij (4). Slovenska raziskava pa ima mo¢ v enotnem protokolu, zaporedni kohorti,
dolgem spremljanju, podrobnih MRI in patoloskih podatkih ter natan¢ni analizi W&W skupine (5).
Zato slovenska raziskava ni samo »manjsa razli¢ica« mednarodne analize, temve¢ je njena izrazito
komplementarna raziskava.

Najve¢ja skupna vrednost obeh raziskav je morda v tem, da skupaj pokazeta dve strani istega
vprasanja. Mednarodni RWD dokazujejo, da je koncept TNT v realnem svetu globalno izvedljiv, a
heterogen ter povezan z razli¢nimi stopnjami odgovora in adherence bolnikov (4). Slovenski RWD
pa dokazujejo, da je mogoce znotraj enega zdravstvenega sistema uspe$no standardizirati enoten
TNT-protokol, dosedi visok delez tumorskega odgovora, visoko stopnjo RO-resekcij, zagotoviti
dolgoro¢no spremljanje bolnikov ter varno izvajati program W& W z moznostjo uspe$nega resevalnega
zdravljenja (5). To je izjemno pomembno tudi z vidika organizacije zdravstvenega sistema: ni namre¢
dovolj, da je dolo¢en protokol v teoriji ali v klini¢nih $tudijah u¢inkovit — sistem mora biti v realnem
svetu sposoben zagotoviti njegovo ponovljivo in kakovostno izvedbo.

ZAKLJUCEK

Slovenski rezultati niso v nasprotju z mednarodno real-world izku$njo, temve¢ nasprotno - jasno
kazejo, da je mogoce koncept TNT uspesno implementirati in reproducirati v slovenskem terciarnem
onkoloskem okolju. Uporaba standardiziranega sandwich protokola prinasa stabilne rezultate,
primerljive z mednarodnimi centri, ter omogoca varno izvedbo sodobnih pristopov, vklju¢no z
ohranitvijo organa pri izbranih bolnikih.
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Izvleéek

Predstavljena raziskava preucuje pogostost in vzroke za izpu$¢ene ambulantne preglede pri bolnikih,
zdravljenih z obsevanjem na Onkoloskem institutu Ljubljana zaradi ginekolosko-uroloskih malignomov
ali raka dojk. V analiziranem 13-mese¢nem obdobju, od oktobra 2022 do oktobra 2023, je bilo od 16.315
nalrtovanih terminov izpuséenih 1.210, kar predstavlja 7,4 % vseh obiskov. Na ravni posameznega bolnika
je 15,6 % bolnikov izpustilo vsaj en na¢rtovani termin. Pri ve¢ kot 80 % izostankov razlog odsotnosti ni bil
dokumentiran ali pa je bil sporocen prepozno, da bi bilo mogoce termin ponovno razporediti, kar kaze na
tezave v komunikaciji ter na neustrezne moznosti narocanja in prestavljanja terminov. Kljub univerzalni
dostopnosti zdravstvenega varstva v Sloveniji so izostanki pogosti, pri analiziranih znacilnostih pa ni bilo
ugotovljenih statisticno znacilnih demografskih napovednih dejavnikov. Ocenjena finanéna izguba za
zdravstveno ustanovo presega 131.000 EUR, pri ¢emer je celotni finan¢ni udinek verjetno podcenjen, saj
ocena predstavlja le del vseh stroskov, ki nastanejo zaradi izpus¢enih terminov. Tuje raziskave kazejo povezavo
med neudelezbo in slab$imi zdravstvenimi izidi ter moZnost zmanjsanja izostankov z usmerjenimi ukrepi, kot
so avtomatizirani opomniki in prilagodljivo naroc¢anje. Ugotovitve poudarjajo potrebo po sistemskih ukrepih
za izbolj$anje udelezbe in uc¢inkovitej$o uporabo razpolozZljivih zdravstvenih virov.

UVOD

V javnem zdravstvenem sistemu, ki si prizadeva za enakost in dostopnost, izpuséeni zdravstveni
termini niso zgolj izolirani dogodki, temve¢ predstavljajo sistemski izziv. V Sloveniji, kjer je ve¢ kot
99 % prebivalstva vklju¢enega v sistem obveznega zdravstvenega zavarovanja, je pravocasen dostop
do specializiranih zdravstvenih storitev, kot je radioterapija, bistvenega pomena, zlasti pri bolnikih
z malignimi boleznimi, katerih zdravljenje v celoti krije Zavod za zdravstveno zavarovanje Slovenije
(ZZZS). Kljub temu pa se pomemben delez bolnikov ne udelezi naértovanih pregledov, tako zaéetnih

(prvih) kot tudi kontrolnih pregledov v okviru nadaljnjega spremljanja.

Neudelezba lahko povzro¢a zamude pri diagnostiki, zdravljenju in spremljanju ter zmanjSuje
u¢inkovitost uporabe zdravstvenih virov. Izpu$¢eni termini lahko vplivajo tudi na organizacijo
obravnave drugih bolnikov, saj jih zaradi pozne odpovedi pogosto ni mogoce zapolniti, kar vpliva na
podaljsevanje ¢akalnih vrst.

Ceprav slovenski sistem zagotavlja Siroko zdravstveno pokritost in varuje ranljive skupine s
celotnim financiranjem onkoloske oskrbe, trenutno nima ustreznih mehanizmov odgovornosti ali
odvradilnih ukrepov za preprecevanje izpus¢enih terminov ambulantnih pregledov. Taksna odsotnost
odgovornosti odpira pomembna vprasanja o tem, kako uravnoteziti univerzalni dostop z osebno
odgovornostjo pri uporabi zdravstvenih storitev. Ta prispevek analizira vzroke za izpu$canje terminov,
opozarja na posledice neudelezbe v radioterapiji ter nakazuje mozne strategije za obravnavo tega
problema.
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MATERIALI IN METODE

Usmerjena analiza je bila izvedena pri bolnikih, ki so imeli med 1. oktobrom 2022 in 31. oktobrom
2023 nalrtovanega enega ali ve¢ ambulantnih pregledov v ambulantah ginekolosko-uroloskega in
mamarnega tima Sektorja za radioterapijo na Onkoloskem institutu Ljubljana (OI LJ).

Bolnikom smo naknadno poslali anketni vprasalnik za razjasnitev okolis¢in in vzrokov njihove
odsotnosti ter jih povprasali po predlogih za izbolj$anje komuniciranja.

Statisti¢na analiza je bila izvedena z uporabo programov Microsoft Excel in IBM SPSS Statistics,
razli¢ica 28.0.1.0 (142). Normalnost porazdelitve spremenljivk je bila ocenjena s testoma Kolmogorov
Smirnov in Shapiro Wilkinson. Ker vecina spremenljivk ni sledila normalni porazdelitvi, je bil za
primerjavo median uporabljen neparametri¢ni Kruskal Wallisov test. Izra¢unana je bila tudi opisna
statistika, vklju¢no s frekvencami, povpredji in standardnimi odkloni. Razlike so bile obravnavane kot
statisti¢no znacilne pri p < 0,05.

REZULTATI

Povpreé¢na starost bolnikov je bila 67,5 + 12,7 leta. Med njimi je bilo 491 moskih (40,6 %) s
povprecno starostjo 73,1 + 7,6 leta in 719 Zensk (59,4 %) s povpre¢no starostjo 63,7 + 14,0 leta.
Najpogostejsi diagnozi sta bili rak dojke pri 532 bolnicah oziroma bolnikih (44,0 %; povpre¢na starost
63,4 * 14,0 leta) in rak prostate pri 489 bolnikih (40,7 %; povpre¢na starost 73,1 + 7.9 leta), pri
preostalih bolnikih so bili diagnosticirani ginekoloski raki — med njimi je bil najpogostejsi rak
endometrija (5,8 %) s povprecno starostjo (68,3 + 8.0 leta).(Tabela 1).

Od 16.315 naértovanih terminov je bilo izpu$¢enih 1.210, kar predstavlja 7,4 % vseh nacértovanih
obiskov. Na ravni posameznega bolnika je 15,6 % bolnikov izpustilo vsaj en naértovani termin. Ve¢ina
izpu$¢enih terminov (82,9 %) je predstavljala kontrolne preglede, medtem ko je bilo 17,1 % zacetnih
(prvih) pregledov. Najpogosteje zabelezen razlog za izostanek je bil » neznan «, zaradi ¢esar termina ni
bilo mogoce ponovno razporediti ali uporabiti za drugega bolnika. Podrobne zna¢ilnosti preucevane
skupine so prikazane v Tabeli 1.

Do 10. novembra 2023 je bilo znano, da je 67 narocenih bolnikov umrlo, kar predstavlja 5,5 %
analizirane populacije. Glede na ¢as smrti in Stevilo na¢rtovanih terminov predstavlja smrt pomemben,
vendar ne glavni razlog za izostanke. Med starostjo, regijo, spolom ali vrsto obiska in pojavnostjo
izpu$¢enih terminov ni bilo ugotovljene statisti¢no znacilne povezave. Tudi mese¢na porazdelitev ni
pokazala jasnega obdobnega vzorca. Izpuséeni termini so se dogajali vse leto, najved jih je bilo avgusta
in najmanj julija (Slika 1).

Rezultati ankete

Med 35 izpolnjenimi vprasalniki je bil najpogostejsi razlog za odsotnost pozabljen termin pregleda
(40,0 %), sledile so osebne oz. druzinske obveznosti (20,0 %) in zdravstvene tezave (17,1 %). Manj
pogosto so bile navedene tudi tezave s transportom, hospitalizacije v drugih ustanovah in primeri, ko
bolniki kontrolnega termina naj ne bi prejeli.

Vedina anketirancev (62,9 %) o odsotnosti ni obvestila ambulante. Med razloge so navedli
nepoznavanje nacina vzpostavitve stika, prepricanje, da obvestilo ni potrebno ter tezave pri
dostopnosti do ambulante. Najpogosteje predlagan nacin izbolj$anja obves¢anja je bil SMS-opomnik
(57,1 %), sledila sta obvestilo po posti (48,6 %) in telefonski klic (22,9 %). Rezultati kaZzejo, da bi
lahko veckanalno obve$canje, zlasti SMS-opomniki, kot je to ustaljena praksa v drugih ustanovah,
ugodno zmanjsali stopnjo neudelezbe.
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Tabela 1. Podrobne znacilnosti preucevane populacije

N %
Spol
Moski 491 40,6
Zenske 719 59,4
Vrsta raka
Rak prostate 489 40,4
Rak dojke 532 44,0
Drugo 189 15,6
Regija
Osrednja Slovenija 515 42,6
Stajerska s Prekmurjem in Korosko 285 23,6
Gorenjska 115 9,5
Primorska 164 13,6
Dolenjska 117 9,7
Tujina 14 1,2
Vrsta obiska
Prvi pregled 207 17,1
Kontrolni pregled 1003 82,9
Razlogi za odpoved termina
Bolezen 55 4,5
Hospitalizacija v drugi bolni$nici 53 4.4
Dvojni termin / napa¢no narotilo/ konflike pri 228 18,8
razporejanju
Neznan razlog / pozna odpoved* 874 72,2

*Pozna odpoved pomeni vsako odpoved, ki je bila opravljena manj kot en teden pred naértovanim terminom

Financ¢ni vpliv

Zdravstvene storitve v javnem sistemu se obracunavajo po cenikih ZZZS. Ce naértovani pregled ni
izveden, ga ni mogoce obracunati, poleg tega pa nastane oportunitetni stro$ek, ker termina pogosto ni
mogoce dodeliti drugemu bolniku. Med analiziranimi izostanki je bilo 207 oziroma 17,1 % zadetnih
(prvih) pregledov, ki se glede na cenik ZZZS, vrednotijo s povpre¢no vrednostjo 173,50 EUR,
medtem ko je bilo 1003 oziroma 82,9 % kontrolnih pregledov s povpre¢no vrednostjo 99,75 EUR.
Skupna izguba prihodka v opazovanem obdobju, brez dodatnih storitev, ki se obra¢unavajo lo¢eno,
kot so dodatne radioloske preiskave, laboratorijske preiskave in podobno, znasa najmanj 131.000
EUR. Ta ocena je konzervativna in je verjetno bistveno podcenjena zaradi vrednosti dodatnih storitey,
ki zaradi izostankov niso bile izvedene.

Pomembno je poudariti, da naveden izpad prihodka predstavlja le del izgube Sektorja za radioterapijo,
ki ga sestavlja 6 timov, in je zato le manjsi delez celotne izgube prihodka zaradi izpu$¢enih terminov za
zdravstveno ustanovo in $ir$i zdravstveni sistem.
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Slika 1. Porazdelitev izpuscenih terminov med letom

Napovedni dejavniki

Glede na tujo literaturo (1) sta najvedja dejavnika tveganja za izpustitev na¢rtovanega termina ¢asovni
razpon med naro¢ilom zdravstvene storitve in izvedenim terminom ter ze predhodno izpus$¢anje
terminov pri posameznem bolniku. Med razlogi za izpustitev terminov (2) so najpogostejsi: pozabljen
termin (36 %), sledijo poklicne obveznosti, (17 %), pomanjkanje opomnikov, tezave s prevozom,
tezave z zavarovanjem ter drugi razlogi, kot so bolezen in druzinske ter druge nujne okolis¢ine.

Raziskava Knolhoff in sodelavci, ki so jo izvedli med 1. januarjem 2009 in 16. januarjem 2012 v
ambulanti za bolezni dojk v ZDA, je pokazala, da je imelo 1.624 bolnikov skupno 21.648 nac¢rtovanih
terminov, od katerih je bilo 3.633 oziroma 16,8 % izpu$¢enih (3). V njihovi raziskavi status zavarovanja,
dohodek, izobrazba in primarni jezik niso bili pomembni napovedni dejavniki izpus¢enih terminov.
Aktivni kadilci so izpustili ve¢ terminov kot nekadilci, 18,5 % v primerjavi s 16,1 %. Bolniki, ki so
opravili presejalno mamografijo, so redkeje izpustili kontrolne termine. Drugi dejavniki tveganja
za neudelezbo, ki so jih ugotovili raziskovalci, so: bolniki z niZjim socialno-ekonomskim statusom,
bolniki z neurejenim zdravstvenim zavarovanjem, bolniki, ki Zivijo dale¢ od bolni$nice ter bolniki z
razli¢nimi psihiatri¢nimi motnjami ali odvisnostmi od psihoaktivnih snovi (3).

Na podlagi analiziranih podatkov nase raziskave je razlog za veliko ve¢ino izpu$¢enih terminov neznan
oziroma je bil termin odpovedan prepozno, da bi ga bilo mozno pravocasno uporabiti za drugega
bolnika. To dejstvo ponovno kaze na sistemske tezave ter neucinkovitost komunikacije in sodelovanja
z bolniki. Kljub analizi razli¢nih demografskih znacilnosti bolnikov, vklju¢no s starostjo, spolom,
regijo, vrsto obiska in datumom, v nasi raziskavi niso bili ugotovljeni statisti¢no znacilni napovedni
dejavniki izpuS¢enih terminov. Tudi ¢asovna (sezonska) porazdelitev izpuS¢enih terminov ne sledi
jasnemu vzorcu. To kaze, da so lahko izpu$¢eni termini bolj povezani z drugimi sistemskimi dejavniki
kot pa s posameznimi znac¢ilnostmi bolnikov. Ve¢ina bolnikov je bila moskega spola in starejsih od
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70 let, vendar pa so ti rezultati glede na izbor populacije pri¢akovani, zato samo ta dejavnika ne
pojasnjujeta visoke stopnje neudelezbe.

Ukrepi za zmanjs$anje izpuscenih terminov

Izpusceni termini v ambulantni radioterapiji, ki so bili v tej raziskavi opazeni pri 15,6 % bolnikov,
predstavljajo pomemben izziv tako za klini¢no ucinkovitost kot za izide zdravljenja. Na podlagi
ugotovitev je mogoce razviti ukrepe, s katerimi bi sistemati¢no zmanjsali pojavnost odsotnosti.
Ceprav veljavna pravila bolnikom omogoéajo precejinjo prilagodljivost pri prestavljanju terminov,
visoka stopnja neudelezbe poudarja potrebo po bolj proaktivnih in strukturiranih ukrepih.

Po vzoru iz drugih ustanov in na podlagi povratnih informacij bolnikov so predlagani naslednji ukrepi
za zmanj$anje $tevila neznanih ali poznih odpovedi:

e avtomatizirani opomniki, na primer sporo¢ila SMS ali telefonski klici,

o dostopnejsi postopki za prestavljanje terminov (spletna moznost izbora ustreznega termina, ki je Se
na voljo),

o Dboljse ozave$¢anje bolnikov o pravilih (pravicah in dolznostih) v primeru odsotnosti.

ZAKLJUCEK

Izpusceni zdravstveni termini predstavljajo sistemski problem v zdravstvu, ki negativno vpliva na
ucinkovitost in uporabo virov zdravstvenih izvajalcev in posredno vpliva na podaljsevanje ¢akalnih
vrst, kar povzro¢a pomembno izgubo prihodka zdravstvene ustanove. Hkrati je neudelezba povezana
s slabsimi zdravstvenimi izidi in manj uspe$nim obvladovanjem rakavih in ostalih kroni¢nih bolezni
pri bolnikih, ki redno izpus¢ajo naértovane termine.

Za izboljsanje udelezbe so predlagani konkretni ukrepi, vkljuéno z avtomatiziranimi opomniki,
bolj prilagodljivimi moZnostmi narocanja in prestavljanja terminov ter izobrazevanjem bolnikov o
pomenu redne udelezbe ambulantnih pregledov.
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Glioblastom (GBM) je najpogostejsi in najagresivnej$i primarni mozganski tumor pri odraslih.
Zaradi svoje heterogenosti in pospesene invazije celic v centralnem Zivénem sistemu je odporen na
obstojece oblike zdravljenja, kot so kirurska odstranitev, kemoterapija in radioterapija. Zaradi slabe
prognoze zelimo bolje razumeti napredovanje GBM in najti bioloske oznacdevalce in tarde, s katerimi
bi izboljsali obravnavo bolnikov (1-2).

Zadnje raziskave kaZejo, da predvsem druzine genov z melanomom povezanih antigenov (angl.
melanoma associated antigen, MAGE) v razli¢nih kombinacijah zagotavljajo zai¢ito pred razli¢nimi
stresnimi dejavniki, potencialno tudi zas¢ito rakavih celic pred zdravljenjem s kemoterapijo in z
obsevanjem (3-4). Namen raziskave je bil ugotoviti vpliv obsevanja in MAGE C2 na viabilnost,
proliferacijo in adhezijo celic GBM ter oceniti njun vpliv na izrazanje razli¢nih adhezijskih molekul
(CAM), proteinov zunajceli¢nega ogrodja (ECM) in citoskeleta, ki igrajo klju¢no vlogo pri
napredovanju GBM.

Uporabili smo celi¢ni liniji GBM LN-229 s stabilnim izrazanjem proteina MAGE C2 in kontrolni
celi¢ni liniji brez izrazenega MAGE C2. Prvi dan v tednu smo precepili celice, pri ¢emer je bila vsaka
celi¢na linija LN-229 gojena v dveh loc¢enih gojitvenih posodah. Prva gojitvena posoda je sluzila kot
kontrola, druga posoda je bila vsak dan (od torka do petka) obsevana z 2,5 Gy (4 x 2,5 Gy, skupaj 10
Gy). Vpliv obsevanja in izrazanje MAGE C2 smo ovrednotili s §tetjem viabilnih celic ter kvantifikacijo
adhezije celic po Stiridnevnem frakcioniranem obsevanju glede na normalizacijo na neobsevano
celi¢no linijo LN-229 brez izrazenega MAGE C2. S pomodjo prenosa po westernu in imunodetekcijo
smo opazovali, kako obsevanje in MAGE C2 vplivata na izrazanje proteinov CAM (N- in E-kadherin,
3 in P1 integrin), ECM (tenascin C in kolagen tipa I, III ter IV) in citoskeleta (vimentin). Analiza
rezultatov je pokazala, da frakcionirano obsevanje zmanjsa proliferacijo in povecajo adhezijo celic
GBM glede na neobsevano celi¢no linijo LN-229 brez izrazenega MAGE C2. Prav tako je obsevanje
v celicah vplivalo na zmanj$anje izrazanja celokupnega N-kadherina in upad al-verige glede na
celokupen kolagen I in III. Izrazanje MAGE C2 v celicah ni vplivalo na ob¢utljivost celic GBM na
obsevanje in na adhezijo celic, saj ni prislo do spremenjene celi¢ne proliferacije po obsevanju ter celi¢ne
adhezije v celicah z izrazenim MAGE C2 v primerjavi s celicami brez MAGE C2. Celice z izrazenim
MAGE C2 so imele glede na celice brez izrazenega MAGE C2 niZje ravni izrazanja celokupnega
N-kadherina in nizje razmerje cepljene in celokupne oblike ter al-verige in celokupne oblike kolagena
I in III. Statisti¢ne analize prenosa po westernu so pokazale, da obsevanje in MAGE C2 vplivata na
raven izrazanja N-kadherina ter kolagena I in III.

Rezultati nakazujejo, da MAGE C2 vpliva na izrazanje proteinov ECM in CAM. MAGE C2 tako
predstavlja potencialen dejavnik, ki lahko posredno vpliva na migracijo in invazijo celic GBM. V
prihodnje bi bilo smiselno raziskati neposreden vpliv MAGE C2 na celi¢no invazijo s testom invazije
in uti$anjem izrazanja gena MAGEC2. Taks$en pristop bi omogo¢il bolj poglobljeno razumevanje
celi¢nih mehanizmov, s katerimi MAGE C2 vpliva na malignost GBM. Slednje bi omogo¢ilo boljse
ovrednotenje MAGE C2 kot terapevtske tarce.
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Mezenhimske stromalne celice (MSC) predstavljajo obetavno orodje za taréno dostavo genov v
tumorje zaradi nizke imunogenosti, ki omogoca alogeno aplikacijo, ter njihovega naravnega tropizma
do tumorskega tkiva. Poleg tega so enostavne za gojenje in manipulacijo v celi¢ni kulturi, kar omogoca
njihovo u¢inkovito pridelavo za terapevtske namene. Kljub $iroki uporabi virusnih vektorjev za gensko
spreminjanje MSC, so varnostni pomisleki spodbudili zanimanje za nevirusne metode, med katerimi
izstopa genski elektroprenos (GET).! Namen nase $tudije je bil optimizirati pogoje GET za transfekcijo
MSC, preuditi njihovo biodistribucijo po aplikaciji iz vive ter oceniti terapevtsko u¢inkovitost MSC,
transfeciranih z interlevkinom-12 (IL-12), na mi$jem modelu melanoma.?

Cloveske MSC smo izolirali iz popkovnic po eti¢no odobrenih protokolih. Pogoje GET smo optimizirali
z oceno udinkovitosti transfekcije in celi¢ne viabilnosti z uporabo fluorescenénega porocevalskega gena.
Biodistribucijo MSC smo analizirali po intravenski in intratumorski aplikaciji MSC, transfeciranih z
luminiscentnim porocevalskim genom, na misjih tumorskih modelih. Terapevtski potencial z IL-12-
transficiranih MSC smo ovrednotili na singenem misjem modelu melanoma B16F10.

Optimizirani GET protokol je omogo¢il do 80 % ucinkovitost transfekeije ob 90 % ohranjeni celi¢ni
viabilnosti. Studija biodistribucije je pokazala u¢inkovito zadrzevanje MSC v tumorju po intratumorski
aplikaciji, medtem ko so se po intravenski aplikaciji MSC akumulirale predvsem v pljucih. Intratumorska
aplikacija z IL-12-transfeciranih MSC je pomembno zavrla rast tumorjev za pet dni v primerjavi s
kontrolno skupino.

Nasi rezultati potrjujejo, da optimizirani pogoji GET omogocajo visoko ucinkovitost transfekcije ob
ohranjeni vitalnosti MSC, kar potrjuje njihovo uporabnost kot vektorjev za gensko terapijo. Ceprav
tropizma MSC do tumorskega tkiva nismo uspeli potrditi, $tudija poudarja potencial GET kot
zanesljive nevirusne platforme za gensko modifikacijo MSC in izpostavlja terapevtsko u¢inkovitost z IL-
12 modificiranimi MSC. Nadaljnji napredek na podroéju taréne dostave in kombiniranih terapevtskih
pristopov bo bistvenega pomena za uresnicevanje klini¢nega potenciala genske terapije na osnovi MSC.
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Cepljenje proti raku iz situ predstavlja obetavno strategijo za sprozenje protitumorskega imunskega
odziva neposredno v tumorskem mikrookolju s spodbujanjem spros¢anja tumorskih antigenov in
lokalne aktivacije imunskega sistema. V tej raziskavi razvijamo nov pristop cepljenja proti raku iz situ,
ki temelji na plazmidih in uporablja sekretorne oblike bakterijskih toksinov. Pristop zdruZuje toksine,
ki tvorijo pore (PFT; angl. pore-forming toxins), ki z nastajanjem por v celi¢ni membrani povzrodijo
lizo tumorskih celic in spro$¢anje antigenov, ter superantigene toksine (SAg), ki z mo¢no stimulacijo
limfocitov T okrepijo lokalno aktivacijo imunskega sistema. Namen raziskave je identificirati
primerne kandidate med PFT in SAg za razvoj plazmidov, ki kodirajo za njihove sekretorne oblike,
izdelati ustrezne plazmide ter ovrednotiti njihovo izrazanje in biolosko aktivnost iz vitro.

Najobetavnejsi plazmidi, ki kodirajo PFT in SAg, bodo izbrani za vrednotenje iz vivo na misjih
tumorskih modelih, kjer jih bomo dostavili z intratumorskim genskim elektroprenosom (GEP).
Kandidate za toksine smo identificirali na podlagi pregleda znanstvene literature, njihove kodirajoce
sekvence pa smo kodonsko optimizirali za izrazanje v sesalskih celicah. Sekrecijske signalne sekvence,
pridobljene iz gena za perforin-1 in interlevkin-2, smo najprej ovrednotili z uporabo reporterskih
plazmidov, ki kodirajo zeleni fluorescenéni protein (GFP).

Utinkovitost sekrecije smo ocenili na celi¢ni liniji mi$jega melanoma B16-F10 po GEP s primerjavo
znotrajceli¢ne in zunajceli¢ne fluorescence GFP ter z dolo¢anjem koncentracije GFP v celi¢nih
supernatantih z metodo ELISA. Na podlagi teh poskusov smo izbrali sekrecijski signal za perforin-1,
ki smo ga zdruzili z geni za toksine. Konstrukte smo sintetizirali, klonirali v sesalski ekspresijski
vektor ter potrdili njihovo pravilno zgradbo z restrikcijsko analizo in sekvenciranjem celotnega
plazmida. Izrazanje toksinov po GEP v B16F10 celice smo ovrednotili z metodo qRT-PCR. Biolosko
aktivnost konstruktov PFT trenutno preucujemo z uporabo testov citotoksi¢nosti (PrestoBlue in test
klonogenosti) ter z merjenjem privzema propidijevega jodida za oceno prepustnosti celiéne membrane
zaradi tvorjenja por. Aktivnost superantigenov vrednotimo v kokulturah imunskih celic z merjenjem
izlo¢anja izbranih imunostimulatornih citokinov (IFN-y, IL-2 in TNF-a) z metodo ELISA ter s
spremljanjem proliferacije limfocitov T z uporabo metode redéenja barvila CFSE. Uspe$no smo
pripravili plazmide, ki kodirajo $est kandidatnih PFT: citolizin A, $iga toksin 2, streptolizin O,
aerolizin, alfa-hemolizin in sinteti¢no nanoporo, ter tri kandidatne SAg: stafilokokna enterotoksina
A in B ter toksin sindroma toksi¢nega Soka. Poskusi z reporterskimi konstrukti so pokazali prisotnost
GFP v zunajceli¢nem prostoru po transfekeiji, kar potrjuje delovanje izbranega sekrecijskega signala
perforina-1. Transkripcijo toksinskih genov smo potrdili z metodo gRT-PCR. Funkcionalna
karakterizacija sekretornih toksinov $e poteka in bo omogocila dolo¢itev njihove citotoksi¢ne
aktivnosti, sposobnosti povecevanja prepustnosti membran ter imunostimulacijskega potenciala.

Rezultati predstavljajo zacetni dokaz uporabnosti plazmidne platforme za lokalno izrazanje in
izlo¢anje bakterijskih toksinov kot mediatorjev cepljenja proti raku iz situ. Za potrditev bioloske
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aktivnosti toksinov, izlo¢enih iz transfeciranih tumorskih celic, bodo potrebne nadaljnje funkcionalne

raziskave. Na podlagi teh analiz bomo izbrali po enega kandidata med PFT in SAg za validacijo in
vivo na misjih tumorskih modelih.
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Pri raku prostate je stadij bolezni ob postavitvi diagnoze najpomembnejsi napovedni dejavnik:
petletno prezivetje slovenskih bolnikov z lokalizirano boleznijo presega 98 %, medtem ko pri bolnikih
z razsejano boleznijo znasa zgolj 29 %. Organizirano presejanje, ki temelji izklju¢no na podlagi PSA,
zmanjs$a umrljivost zaradi raka prostate in delez napredovalih stadijev bolezni, vendar predstavlja
tveganje za prekomerno diagnostiko in zdravljenje klini¢no nepomembnih rakov. Rezultati 23-letnega
spremljanja najvedje evropske randomizirane raziskave ERSPC (European Randomized Study of
Screening for Prostate Cancer), v katero je bilo vklju¢enih 162.236 moskih, starih od 55 do 69 let,
so pokazali statisticno znacilno 13-odstotno relativho zmanjsanje specifi¢ne umrljivosti za rakom
prostate. Podatki kazejo, da je bilo za prepreditev ene smrti zaradi bolezni potrebno na presejanje
povabiti 456 moskih oziroma pri 12-ih moskih postaviti diagnozo raka prostate,; pri 16-letnem
spremljanju je bilo potrebno povabiti 628 moskih in diagnosticirati 18 moskih, kar potrjuje, da se
razmerje med koristmi in $kodo presejanja z dalj$im ¢asom spremljanja, izboljSuje. V rotterdamski
kohorti ERSCP raziskave s 42.376 vklju¢enimi moskimi so bili rezultati po 21-letnem spremljanju
$e ugodnejsi: na presejanje je bilo potrebno povabiti 246 moskih in postaviti diagnozo pri 14-ih, da je
bila prepreéena ena smrt zaradi raka prostate. AY4 nasprotju s tradicionalnimi raziskavami, kjer povi§ani
vrednosti sledi biopsija prostate, sodobni presejalni algoritmi vklju¢ujejo dodatno oceno tveganja in
magnetno resonanéno slikanje (MR) prostate ter aktivno spremljanje; s tem se zmanj$a diagnostika
in zdravljenje kliniéno nepomembnih rakov. Glede na dokaze o udinkovitosti organiziranega
presejanja in predvsem razsirjenosti priloznostnega presejanja, je Svet Evropske unije decembra 2022
v priporotilih za presejanje drzave ¢lanice pozval, naj postopno, s pilotnim presejanjem in drugimi
raziskavami, ocenijo izvedljivost in u¢inkovitost implementacije organiziranega presejanja za raka
prostate na podlagi testiranja moskih s PSA v kombinaciji z dodatnim slikanjem z MR.

V okviru projekta PETER (»Priprava strokovnih podlag za z dokazi podprto in vzdrzno uvedbo
organiziranega populacijskega PrEsejanja za raka prosTatE v Republiki Sloveniji, Peter«)
multidisciplinarna strokovna skupina pripravlja izhodi$¢a za uvedbo organiziranega presejanja za raka
prostate v Sloveniji. Slednje poteka v skladu z navodili Drzavne komisije za presejalne programe ter
v sodelovanju z Mednarodno agencijo za raziskave raka (IARC/WHO) in Erasmus MC Rotterdam
v okviru projekta ICSIS (Improving Cancer Screening in Slovenia, TSI-SG-REFORM). V okviru
projekta ProScreen (Co-Creating and Evaluating a Context-Adapted Risk-Stratified Population-
Based Prostate Cancer Screening Pilot in Slovenia) trenutno v Sloveniji poteka prva prospektivna
raziskava o organiziranem presejanju za raka prostate PRO-PETER (Naértovanje in vrednotenje
pilotnega organiziranega presejanja za raka prostate v Sloveniji na podlagi ocene tveganja).
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Raziskava PRO-PETER vklju¢uje nakljuéno izbrane moske iz ciljne skupine, stare 50-69 let, in
uporablja veéstopenjski presejalni algoritem z individualno oceno tveganja, MR slikanjem ter
tuzijsko biopsijo prostate - s ciljem zmanjsati $tevilo nepotrebnih biopsij ob ohranitvi visoke stopnje
odkrivanja klini¢no pomembnega raka prostate (skupina ISUP > 2). Raziskava bo pridobila kazalnike
kakovosti po metodologiji PRAISE-U, ocenila vpliv presejanja na kakovost Zivljenja vabljenih
moskih, identificirala ovire za udelezbo ter opredelila optimalno vrsto magnetnoresonan¢nega
slikanja (multiparametri¢na ali biparametri¢na MRI) za uporabo v populacijskem presejanju. Analiza
rezultatov bo izhodi$¢e za na¢rtovanje varnega, u¢inkovitega, dostopnega in vzdrznega organiziranega
populacijskega presejalnega programa za raka prostate v Sloveniji.

Slovenski pristop v okviru projektov PETER, ICSIS, ProScreen ter pilotne raziskave PRO-PETER
sledi znanstvenim dokazom in mednarodnim priporodilom ter gradi strokovno in organizacijsko
podlago za morebitno uvedbo nacionalnega organiziranega presejalnega programa za raka prostate.
Organiziran program ima, v nasprotju s priloznostnim testiranjem, jasno opredeljeno ciljno skupino,
standardizirano klini¢no pot, presejalni register, spremlja kakovost vseh storitev na klini¢ni poti ter
sistemati¢no vrednoti razmerja med koristmi, $kodo in stroski s presejalnim registrom.
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Raziskava laparoskopskega pristopa k zdravljenju raka materni¢nega vratu LACC (angl. Laparoscopic
Approach to Cervical Cancer) je pokazala slabse onkoloske izide po minimalno invazivni kirurgiji
pri zgodnjem raku materni¢nega vratu v primerjavi z odprto operacijo (1, 2); medtem ko pri raku
endometrija podobnih ugotovitev niso potrdili (3,4). CO, pnevmoperitonej, ki je sestavni del
laparoskopske in robotske kirurgije, je eden izmed moznih dejavnikov, ki prispevajo k slabSemu
onkoloskemu izidu, vendar u¢inki CO, pnevmoperitoneja v biologiji ginekoloskih rakov na celi¢ni
ravni $e niso dobro opredeljeni. V tej Studiji smo primerjali funkcionalne in transkriptomske odzive
celi¢nih linij raka materni¢nega vratu in raka endometrija na simuliran CO, pnevmoperitonej.

Tri celi¢ne linije raka materni¢nega vratu (HeLa, CaSki, C-33A) in dve celi¢ni liniji raka endometrija
(Ishikawa, KLE) smo izpostavili simuliranemu CO, pnevmoperitoneju (60 min, 15 mm Hg) ali
simuliranim pogojem odprte operacije (OS). Do tri dni po izpostavitvi smo spremljali zunajceli¢ni
pH, presnovno aktivnost (AlamarBlue), viabilnost (preto¢na citometrija Calcein/PI) ter zapiranje
rane (test praskanja z uporabo mitomicina C oziroma brez njega za razlo¢evanje u¢inkov migracije in
proliferacije). V celi¢nih linijah HeLa, CaSki in Ishikawa smo izvedli sekvenciranje RNA ter analizo
obogatitve z ontologijo genov (angl. gene ontology).

Izpostavitev CO, je povzrodila prehodno znizanje zunajceli¢énega pH, ki se je normaliziralo v 24 urah.
V nobeni celi¢ni liniji nismo zaznali dolgotrajnega zmanj$anja presnovne aktivnosti ali viabilnosti.
Obseg zapiranja rane se je med posameznimi celi¢nimi linijami mo¢no razlikoval, medtem ko
izpostavitev CO, v primerjavi z OS na obseg ve¢inoma ni vplivala. Celi¢ni liniji HeLa in CaSki sta
pokazaliizrazito ve¢jo sposobnost zapiranja rane kot C-33A ter celi¢ni liniji raka endometrija. Majhno,
vendar statisti¢no znacilno povecano zapiranje rane po izpostavitvi CO, v primerjavi z OS, smo
opazili le v celicah Ishikawa, u¢inek pa se je ohranil tudi v prisotnosti mitomicina C. Transkriptomsko
profiliranje je pokazalo razli¢ne odzive posameznih celi¢nih linij na CO,. Celice HeLa so se odzvale
s spremembami v poteh, povezanih z imunskim odzivom in vnetjem, celice CaSki s spremembami v
znotrajceli¢ni signalizaciji cAMP, celice Ishikawa pa s spremembami v poteh, povezanih z ligandsko
uravnavanimi ionskimi kanali in z odzivom na celi¢ni stres. Med celi¢nimi linijami raka materni¢nega
vratu nismo ugotovili znadilnega skupnega transkripcijskega odziva.

Simuliran CO, pnevmoperitonej je sprozil heterogene, za posamezno celi¢no linijo znadilne odzive.
Rezultati nakazujejo, da so intrinzi¢ne bioloske lastnosti tumorja lahko pomemben dejavnik celi¢nega
odziva na kirursko okolje. Izpostavitev CO, ni povzrotila enotnega odziva v prou¢evanih modelih
raka materni¢nega vratu in endometrija, temve¢ so se odzivi razlikovali glede na bioloske znacilnosti
posamezne celi¢ne linije.
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Randomized controlled trials (RCTs) provide rigorously controlled data on carefully selected
patients, but this selectivity limits generalizability to the broader population encountered in clinical
practice. Real-world data (RWD) offers a complementary paradigm: less controlled, but drawn from
unselected, representative patients. This talk examines how RWD can help close the gap between
trial evidence and everyday practice, and outlines the methodological standards required to do so
responsibly.

RWD should be understood as complementary to, rather than competing with, the RCT. While
RCTs remain the reference standard for establishing efficacy and safety, they are costly, time-intensive,
and often exclude populations who will ultimately receive the therapy. RWD extends this evidence
base by capturing effectiveness, pharmacovigilance, and health-economic outcomes across broader
and more diverse populations, including rare or long-term events that trials are underpowered
to detect. Regulatory bodies have formally recognized this value: both the FDA and EMA have
outlined frameworks for incorporating real-world evidence (RWE) into regulatory decision-making,
contingent on the underlying data being fit-for-purpose, methodologically robust, and generated with
transparency.

Meeting these conditions requires a structured data-generation pipeline: selection of appropriate
sources, cleaning and transformation into a common data model, and patient-level linkage across
datasets, with provenance maintained throughout. Linkage is a critical determinant of data value —
combiningstructured and unstructured electronic health record (EHR) data with claims, genomic data,
and increasingly patient-generated data from digital devices produces a more complete, longitudinal
view of the patient journey than any single source provides. Along the scientific-strength spectrum,
cancer registries represent a particularly robust source of RWD: standardized coding, population-
level coverage, and extended follow-up have long supported disease surveillance, benchmarking of
real-world outcomes against trial results, and identification of populations underrepresented in trials.

A central component of this talk is a practical data quality framework organized around two
questions: is this the right type of data, and are the data correct? The first dimension, relevance
(data fitness), evaluates sufficiency of sample size, availability of key variables, representativeness, and
timeliness. The second, reliability (data credibility), assesses completeness, accuracy, provenance,
and traceability from source to analysis. Together, these dimensions provide a shared framework for
researchers, sponsors, and regulators to assess whether a given RWD source can support a specific
evidentiary claim, and they inform the validation approaches — verification checks, benchmarking,
external reference standards — used to demonstrate this.

The talk then surveys where RWD contributes across the drug development lifecycle: informing
trial design and characterizing standard of care prior to approval; serving as external control arms for
single-arm trials; supporting post-marketing commitments; and enabling comparative effectiveness
research, both RWD-versus-RWD and RWD-versus-RCT, through methods such as propensity
score weighting and target trial emulation designed to approximate causal inference in the absence of
randomization. Examples from pembrolizumab in tumor-agnostic MSI-high disease and CDK4/6
inhibitor comparisons in breast cancer illustrate the practical application of these designs.
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Finally, the talk addresses emerging prospects in artificial intelligence for RWD abstraction. Manual
chart review remains the most explainable and reproducible extraction method but is resource-
intensive and difficult to scale. Large language models offer scalability, with trade-offs in explainability
and reproducibility that require active management. Data from a multicentric French lung cancer
cohort (LUCC-Lung) illustrate this trade-off: a fine-tuned LLM reduced abstraction error rates
by approximately half compared to manual review, and a hybrid approach combining Al extraction
with targeted human review reduced errors further to below 5%, with no measurable impact on
downstream survival estimates.

The talk concludes with the following take-home messages: RWD complements rather than replaces
trial evidence; data quality is a prerequisite, not an option; RWD applications extend well beyond
comparative effectiveness; and realizing the potential of Al in this domain will require investment in
digital health infrastructure and sustained collaboration between clinical teams, IT departments, and
technology partners

70



Povzetki

VLOGA MOLEKULARNE DIAGNOSTIKE PRI KOMPLEKSNIH
HEMATOLOSKIH NOVOTVORBAH

Panna Dora', Marjeta Kokelj?, Veronika Kloboves Prevodnik*?, Vida Stegel®, Gorana

Gasljevi¢'?

" Onkoloski institut Lijubljana, Oddelek za patologijo, Ljubljana, Slovenija

2 Onkoloski institut Ljubljana, Oddelek za citopatologijo, Ljubljana, Slovenija

3 Univerza v Mariborn, Medicinska fakulteta, Maribor, Slovenija

* Onkoloski institut Liubljana, Oddelek za molekularno diagnostiko, Ljubljana, Slovenija

Elektronski naslov: pdora@onko-i.sii

Razvoj molekularnih tehnik je bistveno spremenil nase razumevanje klonalnih povezav med
hematoloskim novotvorbami, saj je omogo¢il prepoznavanje skupnih genetskih sprememb pri razli¢nih
bolezenskih entitetah. Sekvenciranje naslednje generacije (NGS) omogoéa odkrivanje ponavljajo¢ih
se mutacij, citogenetskih nepravilnosti in evolucijskih vzorcev znotraj posameznih tumorjev. Z
njegovo uporabo je mogoce razkriti skupni predniski klon navidezno razli¢nih hematoloskih
malignomov ali razvoj razli¢nih bolezni zaradi pridobivanja sekundarnih genetskih sprememb v ze
obstojeti neoplasti¢ni populaciji. Predstavljamo primer histiocitoze Langerhansovih celic (HLC) z
mutacijo gena ARAF, ki se je razvila pri bolniku s pravo policitemijo (angl. polycythaemia vera, PV)
z mutacijama ARAF in JAK2, kar predstavlja prepricljiv dokaz klonalne povezanosti in razvejane
evolucije iz skupne progenitorske celice.

Na vzorcu aspirata in bioptata kostnega mozga in biopsijskem vzorcu koze so bile opravljene
imunohistokemi¢ne ter molekularne analize sekvenciranja naslednje generacije (NGS; Archer
VariantPlex Myeloid, Oncomine Precision Assay GX in TruSight Oncology 500).

63-letni bolnik moskega spola je imel sprva znacilne simptome prave policitemije in mu je bila
postavljena diagnoza PV z mutacijo JAK2 p.V617F. Med potekom bolezni sta bili ugotovljeni vztrajna
monocitoza in progresivna splenomegalija, pozneje pa se je v poteku bolezni razvil difuzen, nesrbe¢
makulopapulozni kozni izpuscaj, v biopsiji katerega je bila potrjena diagnoza HLC. Molekularne
analize so razkrile prisotnost identi¢nih ARAF, IDH?2 in ASXL I mutacij v obeh tkivih. Ta molekularni
profil je podprl hipotezo o divergentni evoluciji iz skupnega ARAF/IDH2/ASXL I-mutiranega klona
z naknadno pridobitvijo mutacije JAK2.

Ugotovitve poudarjajo pomen celovitega molekularnega profiliranja pri bolnikih s prekrivajo¢imi
se hematoloskimi in histiocitnimi boleznimi ter predlagajo model razvejane evolucije, ki bi lahko
usmerjal prihodnje raziskave, zlasti na podrodju terapevtskih pristopov.

Ta primer razsirja razumevanje ontogeneze HLC in njene povezanosti z mieloi¢nimi novotvorbami
ter poudarja potrebo po nadaljnjih raziskavah klonalne hematopoeze in plasti¢nosti celi¢nih linij na
sti¢i$¢u teh redkih bolezni.
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Lennertov limfom (LL) je morfoloska oblika perifernega T-celi¢nega limfoma (PTCL), za katerega
so znadilni difuzna rast, $tevilni epiteloidni histiociti in malostevilne neoplasti¢ne celice. Njegove
klini¢nopatoloske in molekularne znacilnosti $e niso povsem pojasnjene. Analizirali smo primere LL,
diagnosticirane na Onkoloskem institutu Ljubljana (1994-2024).

Pri enajstih primerih je bila opravljena obsezna imunohistokemi¢na analiza (IHK), ki je vkljucevala
oznacevalce T-celic, TFH, TH /TH,, citotoksi¢nosti in EBV. Pri vseh primerih je bila opravljena
analiza z metodo PCR po protokolu BIOMED-2, pri 7 preto¢na citometrija, pri 8 pa visokozmogljivo
sekvenciranje (HTS; 172-genski panel Ion AmpliSeq™); pri 3 primerih analiza $e poteka.

Vkljuéenih je bilo 6 Zensk in 5 mogkih, starih od 29 do 85 let (mediana 59 let). Vsi bolniki so bili
imunokompetentni, razen enega bolnika s sarkoidozo, zdravljenega z metotreksatom. Klini¢ni
podatki so bili na voljo za 8 bolnikov. Sest bolnikov je imelo bolezen stopnje malignosti stadij 4,
eden v stadiju 1 in eden v stadiju 2. Vse diagnoze so bile postavljene na podlagi ekscizijske biopsije
bezgavke. Morfolosko so bile neoplasti¢ne celice v 6 primerih srednje velike, v 2 primerih majhne do
srednje velike, v 3 primerih pa srednje velike do velike; celice s svetlo citoplazmo (angl. clear cells)
niso bile prisotne. Fokalno pomnozene visokoendotelijske venule (angl. high endothelial venules,
HEV) in ostanke folikularnih dendriti¢nih celic (angl. folicular dendritic cell, FDC) smo ugotovili v 5
primerih. Limfomske celice so bile v 2 primerih fokalno CD30+, v 8 primerih so bile prisotne CD30+
celice, podobne imunoblastom/Reed-Sternbergovim celicam (IB/RS); EBV-ISH je bila pozitivna v
B-imunoblastih (B-IB) v 5 primerih.

Imunofenotip: 9 CD4+, 1 CD8+, 1 CD4+/CD8+. Med oznacevalci TFH sta bila najpogosteje
izrazena oznacevalca PD-1 in ICOS; CXCL13 in BCLE6 sta bila delno pozitivni v 4 in 6 primerih.
CD10 je bil praviloma negativen. Vsi primeri so bili TCRD-negativni. Glede na profil TH /TH,,
so bili vsi primeri uvr$¢eni v skupino PTCL-TBX21, pri ¢emer je bil CXCR3 pogosteje izrazen kot
TBX21. Citotoksi¢ne granule so bile prisotne v 2 CD4+ in obeh CD8+ primerih. Analiza z HTS
pri 1 primeru ni bila uspesna, pri 2 primerih mutacij nismo ugotovili. Pri 4 primerih so bile prisotne
mutacije epigenetskih regulatorjev.

Na podlagi IHK je bilo 7 primerov opredeljenih kot nodalni TFH limfom, brez druge opredelitve
(nTFH NOS), 4 primeri pa kot PTCL, NOS (od tega 2 s citotoksi¢nim fenotipom). Dva CD4+
primera z delno ekspresijo oznacevalcev TFH sta bila na podlagi rezultatov TFH prerazvri¢ena
v nTFH NOS. V 6 od 8 primerov, analiziranih s HTS, so bile ugotovljene mutacije epigenetskih
regulatorjev. V ve¢ primerih TFH-limfoma so gosti reaktivni infiltrati CD8+/TIA-14/grancim B+
zakrivali neoplasti¢ne celice. HEV, FDC, CD30+, EBV+ celice ter izrazanje PD-1 in ICOS so bili
pogosteje prisotni pri nI'FH NOS.
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Morfologija LL se lahko pojavlja pri razlicnih podtipith PTCL, vendar veéina primerov kaze
znacilnosti NTFH. Molekularne preiskave so lahko v pomo¢ pri klasifikaciji, kadar so neoplasti¢ne
celice malostevilne ali je izrazanje oznacevalcev TFH omejeno.
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Substanca P (SP) je nevropeptid, ki se pretezno veze na nevrokininski receptor 1 (NK1R) ter poleg
svoje uveljavljene vloge v nocicepciji in nevrotransmisiji uravnava tudi Stevilne imunske odzive
(1), zato se ji v biologiji raka namenja vse ve¢ pozornosti. Pri raku signaliziranje SP-NKI1R osi
spodbuja proliferacijo, preZivetje in migracijo rakavih celic (2), vpliva pa lahko tudi na s tumorji
povezane makrofage ter spodbuja njihove M2-podobne oziroma tkivno-preoblikovalne znacilnosti
(3,4). Predhodno je bilo dokazano, da signaliziranje SP-NKIR vpliva na proteoliti¢ne programe
makrofagov (5), ki lahko z izlo¢anjem zunajceli¢nih proteaz prispevajo k preoblikovanju tumorskega

mikrookolja (TMO) (6).

Namen nae raziskave je bil opredeliti vpliv signaliziranja SP-NKIR na izbrane znacilnosti
makrofagov in zunajceli¢no proteoliti¢no aktivnost cisteinskih katepsinov, encimov, ki sodelujejo pri
preoblikovanju TMO in napredovanju raka (7), njihovo aktivnost pa uravnavajo endogeni inhibitorji
iz druzine cistatinov (8,9).

Po zaletnem testiranju ve¢ tumorskih in imunskih celi¢nih linij smo kot eksperimentalni model
izbrali s PMA diferencirane makrofage THP-1, ki so izrazali NKIR in se morfolosko odzivali
na stimulacijo s SP. Rezultati so pokazali, da SP poveca fosforilacijo STAT6 in izrazanje CD206,
medtem ko sprememb v fosforilaciji STAT1 in STAT3 v nasem modelu nismo zaznali. SP je izrazito
povecala zunajceli¢no aktivnost cisteinskih katepsinov, dolo¢eno z uporabo fluorogenega substrata.
Po stimulaciji s SP smo v kondicioniranem mediju s prenosom Western so¢asno zaznali povecano
raven katepsinov B (CTSB) in S (CTSS) ter zmanj$ano raven njunega poglavitnega zunajceli¢nega
inhibitorja, cistatina C (CST3). U¢inke SP je prepreéil aprepitant, antagonist NK1R, kar podpira
njihovo odvisnost od signaliziranja prek NK1R. Nasprotno se znotrajceli¢na raven CTSB in CTSS ni
spremenila, kar smo potrdili z masno spektrometrijo in prenosom Western. Prav tako se ni spremenila
celokupna znotrajceli¢na aktivnost cisteinskih katepsinov kljub zmanj$ani koli¢ini znotrajceli¢nih
inhibitorjev stefina A in stefina B.

Po stimulaciji s SP smo s preto¢no citometrijo zaznali tudi povecano zunajceli¢no izpostavljenost
luminalne domene lizosomalnega membranskega proteina LAMP1, kar nakazuje povec¢ano fuzijo
lizosomov s plazemsko membrano in s tem povecano lizosomalno eksocitozo. Ti rezultati podpirajo
model, po katerem signaliziranje SP-NKIR v makrofagih THP-1 pomika zunajceli¢no ravnovesje
med cisteinskimi katepsini in njihovimi inhibitorji v smer povecane proteoliti¢ne aktivnosti. Rezultati
pri tem ne kazejo povelanega znotrajceli¢nega izrazanja cisteinskih katepsinov, temve¢ nakazujejo
vpliv na lizosomalni transport in mobilizacijo Ze obstojecih proteaz v zunajceli¢ni prostor.

Nase ugotovitve kazejo, da bi signalna os SP-NKI1R lahko predstavljala enega izmed mehanizmov,
s katerimi makrofagi uravnavajo proteoliticno mikrookolje. Prepreditev opazenih ucinkov z
aprepitantom dodatno podpira vlogo NK1R in kaze, da je ta signalna os zanimiva tarca za nadaljnje
raziskave. Nadaljnje raziskave v kompleksnejsih predklini¢nih modelih bodo omogodile ovrednotenje
terapevtskega potenciala farmakoloskega uravnavanja osi SP-NKIR pri omejevanju proteoliti¢nega
preoblikovanja tumorskega mikrookolja.
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Glioblastom (GBM) je najbolj agresiven mozganski tumor pri odraslih, za katerega sta znacilni
izrazita celi¢na heterogenost in imunosupresivno tumorsko mikrookolje, ki omejujeta dolgotrajno
ucinkovitost imunoterapije ter poudarjata potrebo po razvoju novih terapevtskih pristopov. Eden
izmed obetavnih nadinov je sofasno zaviranje imunosupresivnih signalnih poti v tumorskem
mikrookolju, saj imajo te klju¢no vlogo pri izmikanju tumorja imunskemu nadzoru. Kljub temu ostaja
terapevtski potencial kombiniranega ciljanja klju¢nih imunosupresivnih signalnih poti pri GBM slabo
raziskan. Signalna pot TGF-B je pri GBM pogosto deregulirana, pri ¢emer so povisane ravni TGF-$
povezane z agresivnej$im tumorskim fenotipom, invazivnostjo, imunosupresivnim mikrookoljem in
terapevtsko odpornostjo. Zato TGF-f predstavlja klini¢no relevantno dodatno terapevtsko tar¢o za
izbolj$anje u¢inkovitosti standardnega zdravljenja in NK-celi¢ne terapije.

Ovrednotili smo ucinke selektivnega inhibitorja receptorja TGF-B tipa I, galunisertiba (Gal), na
viabilnost in invazijo 3D sferoidov GBM ter raziskali njegov vpliv v kombinaciji s standardno
terapijo (ST). Sferoidi, pridobljeni iz tumorjev bolnikov, so pokazali izrazito heterogenost med
posameznimi bolniki kot tudi znotrajtumorsko heterogenost v odzivu na zdravljenje. Pri dveh
od Sestih analiziranih sferoidov je Gal povecal obcutljivost na ST. Analiza z metodo prenosa po
Westernu ni pokazala aktivacije kanoni¢ne, od SMAD odvisne signalne poti TGF-§3, medtem ko je po
inhibiciji z Gal pokazala povecano fosforilacijo ERK, kar kaze na aktivacijo nekanoni¢ne signalizacije.
Kvantitativna fosfoproteomska analiza tretiranih in netretiranih sferoidov je pokazala izrazito
preoblikovanje fosfosignalnih omrezij, povezanih s celi¢no adhezijo, citoskeletno in membransko
dinamiko ter regulacijo presnovnih poti. Med najbolj zna¢ilno spremenjenimi fosfoproteini sta bila
NCAMI1 in PCDHY, ki sta bila pove¢ana, medtem ko je bil ARHGEF26 zmanjsan. Analiza KEGG
je dodatno pokazala spremembe v signalnih poteh, povezanih z EGFR- , MAPK/ERK-, AKT- in
STAT3- signalizacijo. Skupni rezultati nakazujejo, da Gal v uporabljenih pogojih sprozi adaptivno
fosfosignalno preureditev, pri kateri lahko alternativne signalne osi ohranjajo celi¢no plasti¢nost in
invazivni potencial sferoidov.

Gal smo uporabili kot podporno imunomodulatorno terapijo v kombinaciji zNK-92 celi¢no terapijo in
agonistom IL-15 N-803. Kombinacijsko zdravljenje je zmanjsalo viabilnost NIB216 glioblastomskih
sferoidov, pri ¢emer je kombinacija ST, celic NK-92, Gal in N-803 dosegla najnizjo normalizirano
vrednost viabilnosti. Hkrati je ta kombinacija pokazala najve¢ji delez NKp30-pozitivnih NK-92 celic
ter najvi$jo intenziteto izrazanja NKp30. Skupni rezultati nakazujejo, da lahko Gal v kombinaciji
z N-803 podpira aktivacijo NK-celic in s tem prispeva k vedji protitumorski aktivnosti NK-celi¢ne
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terapije v glioblastomskih sferoidih.

Ugotovitve podpirajo nadaljnje raziskovanje kombiniranih terapevtskih pristopov, pri katerih bi
zaviranje signalne poti TGF-$ zdruzili s ciljanjem kompenzacijskih signalnih poti ali s celi¢no terapijo
za izbolj$anje protitumorskega odziva.

Raziskavo je financirala Javna agencija za znanstvenoraziskovalno in inovacijsko dejavnost Republike
Slovenije (ARIS) v okviru projekta Z3-70129.
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Zdravljenje resektabilnega nedrobnoceli¢nega raka plju¢ (NDRP) se je z uvedbo zaviralcev
imunskih kontrolnih to¢k (ZIKT) pomembno spremenilo. Neoadjuvantna oz. perioperativna
kemoimunoterapija je postala standard zdravljenja izbranih bolnikov brez aktivirajo¢ih molekularnih
sprememb v genih EGFR in ALK (1-3). Na Kliniki Golnik smo jo v redno klini¢no prakso uvedli
junija 2023. Namen raziskave je bil oceniti izvedljivost in zgodnje izide perioperativnega zdravljenja
v vsakdanji klini¢ni praksi ter jih primerjati z izidi predhodno zdravljene kohorte bolnikov, ki so po
operaciji prejeli adjuvantno sistemsko zdravljenje.

V analizo smo vkljuc¢ili bolnike z resektabilnim NDRP brez molekularnih sprememb v genih EGFR
ali ALK, zdravljene na Kliniki Golnik. Kontrolno skupino so predstavljali bolniki, operirani v letih
2022-2023, ki so po operaciji prejeli adjuvantno kemoterapijo z ali brez dodatka ZIKT. Primerjali
smo jih z bolniki, ki so bili od leta 2023 zdravljeni s perioperativno kemoimunoterapijo. Analizirali
smo demografske in klini¢ne znacilnosti, uporabljeno sistemsko zdravljenje, delez opravljenih operacij,
patoloski odgovor, ponovitve bolezni in umrljivost.

Skupno je bilo vklju¢enih 71 bolnikov, od tega 25 v adjuvantni in 46 v perioperativni skupini.
Povpreéna starost je bila primerljiva (65 oz. 66 let), prav tako porazdelitev histoloskih podtipov,
klini¢nih stadijev in izrazenosti PD-L1. Mediano spremljanje je bilo dalj$e v adjuvantni skupini (36.0
proti 14.5 meseca). V adjuvantni skupini je 80 % bolnikov prejelo kemoterapijo na osnovi cisplatina,
v perioperativni pa 85 % kemoterapijo na osnovi karboplatina. Vsi bolniki v perioperativni skupini
so pred operacijo prejeli ZIKT, polovica je skladno z izbranim protokolom zdravljenje z ZIKT
nadaljevala tudi po operaciji. V adjuvantni skupini je ZIKT prejelo le 28 % bolnikov. Operiranih
je bilo 44 od 46 bolnikov (96 %), ki so zaceli s perioperativnim zdravljenjem. Kompletni patoloski
odgovor (pCR) je bil dosezen pri 25 %, dodatnih 11 % bolnikov pa je doseglo veéji patoloski odgovor
(MPR). Bolezen se je ponovila pri 13 od 25 bolnikov (52 %) v adjuvantni in pri 6 od 46 bolnikov (13
%) v perioperativni skupini. Mediani ¢as od za¢etka zdravljenja do ponovitve bolezni je bil 11.5 oz.
14.3 meseca. Umrlo je 7 0d 25 bolnikov (28 %) v adjuvantni in 4 od 46 bolnikov (9 %) v perioperativni
skupini.

Podatki iz vsakdanje klini¢ne prakse kazejo na uspesnost in dobro izvedljivost perioperativnega
zdravljenja. Kljub temu, da je bilo spremljanje perioperativne skupine krajse, je mediana presegla eno
leto, torej obdobje, v katerem se je v adjuvantni skupini pojavila vedina ponovitev bolezni. Manjsi
delez ponovitev bolezni in smrti v perioperativni skupini zato predstavlja spodbuden zgodnji signal
ucinkovitosti. Zaradi nerandomizirane primerjave, majhnega $tevila bolnikov in razli¢nega ¢asa
spremljanja je za zanesljivo oceno dolgoro¢nih izidov potrebno nadaljnje spremljanje.
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Shared decision-making (SDM) in unresectable cutaneous melanoma (CM) requires accurate,
individualized survival estimates. Previous prediction models were limited by small sample sizes. We
aimed to develop and validate a prediction model for patients with unresectable metastatic CM to
support SDM based on large international real-world data sets.

We developed a prediction model from three cohorts: the Dutch Melanoma Treatment Registry
(DMTR), the Danish Metastatic Melanoma Database (DAMMED), and the Slovenian Melanoma
Registry (KrMel). Data of 7,354 patients (3,979 deaths) with unresectable metastatic CM were
included. Such a large sample size allows us to perform complex modelling with adjustment for
confounding and heterogeneity of treatment effect. Moreover, country-specific population life tables P 12
were integrated into the model to separate melanoma-specific mortality from background mortality.

The model generates individualized survival predictions under a range of potential interventions: with
BRAF/MEK inhibitors, anti-PD-1 monotherapy, and ipilimumab-nivolumab combination therapy.
By explicitly separating melanoma-related mortality from age-, sex-, and year-related background
mortality, the model provides patients, especially older patients, with a more complete perspective
on their survival probabilities. The model demonstrated robust calibration at 1, 2, and 5 years post-
treatment initiation when data from different countries were assessed in external validations. A
calculator was developed to present the model for individual patients.

This project demonstrates how large-scale, multinational real-world, such as the clinical registries
used in the development of this model, have the potential to impact shared decision-making in
the clinic through data-driven decision-support tools. This model represents an advancement in
shared decision-making, offering a more nuanced and realistic perspective on survival in the era of
modern immunotherapy and targeted therapy. This study is part of the 4D Picture project funded by
HORIZON EU (grant number 101057332).
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Imunoterapija z zaviralci imunskih kontrolnih to¢k (ZIKT) je pomembno spremenila zdravljenje
plju¢nega raka, vendar je odziv omejen na del bolnikov, zato je pomembno optimizirati dejavnike,
ki lahko vplivajo na udinkovitost zdravljenja. Uporaba zaviralcev protonske ¢rpalke (ZPC), zlasti
v obdobju uvedbe ZIKT, je bila povezana s krajsim celokupnim prezivetjem bolnikov z razsejanim
nedrobnoceli¢nim  pljuénim rakom (1-3). Diagnosti¢na obravnava predstavlja priloznost za
odpredpisovanje nepotrebnih ZPC pred morebitno uvedbo sistemskega zdravljenja raka, pri ¢emer
sta zaradi moznega pojava povratnih ali ponovnih simptomov zgornjih prebavil pomembna njihovo
spremljanje in ustrezno obvladovanje.

Ocenili smo izvedljivost odpredpisovanja ZPC pri hospitaliziranih bolnikih med diagnosti¢no
ali ponovno diagnosti¢no obravnavo plju¢nega raka ter pojav in obvladovanje simptomov zgornjih
prebavil, o katerih so bolniki porocali po odpredpisovanju.

Izvedli smo prospektivno raziskavo izvedljivosti odpredpisovanja ZPC med majem 2025 in januarjem
2026 na Kliniki Golnik. Vklju¢ili smo zaporedne hospitalizirane odrasle bolnike, sprejete zaradi suma
na plju¢nega raka ali ponovne diagnosti¢ne obravnave potrjenega plju¢nega raka, ki so uporabljali
ZPC. Klini¢ni farmacevt je na podlagi protokola presodil primernost za odpredpisovanje ZPC in
predlog uskladil z le¢e¢im zdravnikom. Bolniki so prejeli individualiziran naért, ki je bil dokumentiran
tudi v odpustnem pismu, ter ustno in pisno svetovanje o moznih povratnih ali ponovnih simptomih
zgornjih prebavil in njihovem obvladovanju. Izide, o katerih so porocali bolniki, smo spremljali
s telefonskima pogovoroma 30 + 7 in 90 + 7 dni po intervenciji. Ocenili smo pojav simptomov
zgornjih prebavil (zgaga, regurgitacija kisline, epigastri¢na bole¢ina), uporabljene farmakoloske in
nefarmakoloske ukrepe ter sledenje predlaganemu nadinu zdravljenja.

V raziskavo smo vkljudili 101 bolnika (mediana starosti 72 let, 59 moskih), od katerih je bilo 66
(65 %) primernih za odpredpisovanje ZPC. Po posvetu z le¢e¢im zdravnikom je bilo odpredpisovanje
ZPC uvedeno pri 62 bolnikih (61 % vseh vklju¢enih). Najpogostejsa strategija je bila takojinja
ukinitev ZPC pri 26 bolnikih, sledila sta zmanj$anje odmerka pri 19 in postopna ukinitev pri 16
bolnikih, pri enem pa uporaba ZPC le po potrebi. Med 62 bolniki, pri katerih je bilo odpredpisovanje
uvedeno, jih je ob vkljuéitvi o simptomih zgornjih prebavil poro¢alo 9 (15 %). Po 30 dneh smo
podatke pridobili za 55 bolnikov, predlaganemu nadinu zdravljenja je sledilo 78 % bolnikov, o
simptomih zgornjih prebavil pa je porocalo 20 (36 %; 95-% IZ 24-49 %), najpogosteje o zgagi
(24 %), epigastri¢ni bole¢ini (18 %) in regurgitaciji kisline (13 %). Hidrotalcit po potrebi je
uporabljalo 29 %, ZPC po potrebi 13 %, nefarmakoloske ukrepe pa 33 % bolnikov, najpogosteje
izogibanje prehranskim sprozilcem (22 %) in dvig vzglavja (15 %). Po 90 dneh smo podatke pridobili
za 45 bolnikov, predlaganemu nacinu zdravljenja je sledilo 69 % bolnikov, o simptomih je porocalo
16 (36 %; 95-% 1Z 22-50 %), najpogosteje o zgagi (31 %), regurgitaciji kisline (20 %) in epigastri¢ni
boletini (11 %). Hidrotalcit po potrebi je uporabljalo 33 %, ZPC po potrebi 9 %, nefarmakoloske
ukrepe pa 44 % bolnikov, najpogosteje izogibanje prehranskim sprozilcem (38 %) in dvig vzglavja
(27 %).
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Odpredpisovanje ZPC med diagnosti¢no obravnavo plju¢nega raka je bilo izvedljivo, vecina bolnikov
je sledila predlaganemu nacinu zdravljenja. Simptomi zgornjih prebavil, ki so se pojavili pri priblizno
tretjini bolnikov, so bili ve¢inoma obvladljivi s hidrotalcitom po potrebi in nefarmakoloskimi ukrepi.
Svetovanje o pri¢akovanih simptomih, jasen naért njihovega obvladovanja in spremljanje so klju¢ni
elementi varnega odpredpisovanja. Rezultati podpirajo zgodnjo presojo potrebe po ZPC, kar lahko
omogoc¢i njihovo odpredpisovanje $e pred morebitno uvedbo sistemskega zdravljenja, tudi ZIKT.
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Cirkulirajo¢e tumorske celice (CTC) so tumorske celice, ki se odcepijo od tumorske mase in potujejo
po krvnem obtoku. So vmesni ¢len v procesu zasevanja, saj lahko ob prihodu v oddaljeno tkivo izstopijo
iz krvnega obtoka in tvorijo zasevek. Raziskave in karakterizacija CTC bi zato lahko vodile v odkritje
molekularnih mehanizmov zasevanja, ki bi jih lahko ciljali z zdravljenjem. Zaradi redkosti CTC v
krvi (1-10 CTC na mL krvi) in omejenih moZnosti namnoZzevanja ex vivo, je njihova karakterizacija
zelo otezena. Na Onkoloskem institutu Ljubljana smo vzpostavili primerne predklini¢ne modele
CTC pri raku dojk, kar nam omogoca uspesno izolacijo teh celic. Namen raziskave je zato bil izolirati
in vzpostaviti celi¢no linijo CTC tumorskih celic 4T'1, pridobljeno iz misje krvi, ter raziskati njen
transkriptomski profil v primerjavi z izvorno tumorsko celi¢no linijo.

CTC smo izolirali iz misje krvi, ki smo jo odvzeli s punkcijo srca golim imunsko oslabljenim mi$im
z nasajenim ortotopi¢nimi tumorji IVISbrite 4T1 Red F-luc-GFP v mas¢obnem tkivu mle¢ne Zleze.
CTC smo izolirali s sistemom Parsortix®, ki temelji na izolaciji ve¢jih in manj stisljivih celic v primerjavi
s krvnimi. Izolirane celice smo gojili ex vivo in vzpostavili celi¢no linijo 4T1 CTC-w8. Identiteto
celic smo potrdili s fluorescenénim slikanjem, saj celice izrazajo reporterski zeleni fluorescenéni
protein (GFP). Znadilnosti rasti celic smo ovrednotili s testom metabolne aktivnosti PrestoBlue. Za
primerjavo izrazanja genov med 4T1 CTC-w8 in izvorno celi¢no linijo smo izvedli sekvenciranje

celokupne RNA (bulk RNA-seq).

Celice 4T1 CTC-w8 so imele znacilno povec¢ano proliferativno sposobnost in krajsi ¢as podvojitve v
primerjavi z izvornimi celicami (0,88 + 0,13 dneva v primerjaviz 1,25 + 0,05 dneva). S transkriptomsko
analizo smo identificirali 1163 genov s povecanim in 1587 genov z zmanj$anim izrazanjem v celicah
CTC-w8. Med geni z najbolj povecanim izrazanjem so bili Adgrf5, Gpnmb, Dmpk, Mgat3 in Mxra8,
ki so povezani s signalizacijo adhezijskih receptorjev, preoblikovanjem zunajceliénega matriksa in
organizacijo citoskeleta. Analiza genske ontologije (GO) je pokazala obogatitev bioloskih procesov,
povezanih z organizacijo zunajceli¢nega matriksa, aksonogenezo ter zunanjo stranjo plazemske
membrane. Analiza signalnih poti po zbirki KEGG je pokazala obogatitev poti interakcij med
zunajceli¢nim matriksom in receptorji, fokalne adhezije, molekul celi¢ne adhezije ter usmerjanja
aksonov.

Nasi rezultati so pokazali, da smo uspesno vzpostavili celi¢no linijjo CTC raka dojk s pospeseno
celiéno delitvijo in obogatitvijo transkriptomskih poti, ki so povezane z bioloskimi procesi razsoja
tumorja. Vzpostavljena celi¢na linija tako predstavlja nov in relevanten predklini¢ni model za nadaljnje
preucevanje biologije CTC ter identifikacijo in funkcionalno vrednotenje potencialnih terapevtskih
tar¢, povezanih z metastatskim razsojem.
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Elektrokemoterapija (ECT) je lokalna terapevtska metoda za zdravljenje razli¢nih solidnih tumorjev.
Temelji na kombinaciji citotoksi¢nih u¢inkovin in elektroporacije, s katero pove¢amo prepustnost
celiécne membrane in posledi¢no vnos udinkovin v tumorske celice. Ceprav je ECT primarno
usmerjena v tumorsko tkivo, lahko elektri¢ni pulzi in citotoksi¢ne ucinkovine vplivajo tudi na
okoliska tkiva, vklju¢no s skeletnim misi¢nim tkivom. Vpliv ECT na skeletne misi¢ne celice med
miogenezo ter z njimi povezani celi¢ni mehanizmi doslej niso bili raziskani, nastajanjem in razvojem
misi¢nih celic iz vitro. Miogeneza je kompleksen proces nastanka, diferenciacije in zorenja misi¢nih
celic, ki vklju¢uje prehod proliferirajo¢ih, nediferenciranih mioblastov v diferencirane ve¢jedrne
misi¢ne cevdice. Diferenciacijo celic C2C12 smo iz vitro inducirali z zamenjavo proliferacijskega
gojis¢a z diferenciacijskim, s ¢imer smo zmanjsali koncentracijo rastnih dejavnikov in spodbudili
prehod proliferirajo¢ih mioblastov v diferencirane ve¢jedrne mi$i¢ne cevke. Namen raziskave je bil
zato ovrednotiti u¢inke ECT na mi$jo celi¢no linijo skeletnih misic C2C12 med miogenezo iz vitro.

Najprej smo z barvanjem s propidijevim jodidom (PI) ovrednotili uéinkovitost elektroporacije
in viabilnost C2CI12 pri razli¢nih jakostih elektri¢nega polja (200-1300 V/cm). Z uporabo
optimiziranega protokola elektri¢nih pulzov smo nato proulevali vpliv ECT v kombinaciji s
citotoksi¢nima udinkovinama bleomicin oziroma cisplatin na prezivetje celic C2C12 med njihovo
diferenciacijo iz mioblastov v mi$i¢ne cevke. Testirali smo razli¢ne koncentracije bleomicina (0,14-
14.000 nM) in cisplatina (5-200 uM), prezivetje celic pa smo dolo¢ili pet dni po izvedbi ECT.
Dodatno smo ovrednotili vpliv ECT na proliferacijo in diferenciacijo mioblastov. Diferenciacijo smo
spremljali z dolo¢anjem izraZanja acetilholinskih receptorjev (AChR) z imunocitokemijskim oziroma
imunofluorescenénim barvanjem, izlo¢anje interlevkina 6 (IL-6) v celi¢ni medij pa smo dolotili z
encimsko-imunskim testom (ELISA).

Rezultati so pokazali, da ECT v kombinaciji z bleomicinom ali cisplatinom zmanj$a viabilnost
celic C2C12, pri ¢emer je bil u¢inek odvisen od uporabljene koncentracije citotoksi¢ne u¢inkovine.
Nediferencirani mioblasti so se izkazali za obcutljiveje na ECT v primerjavi z diferenciranimi
cev¢icami. Tri dni po izvedbi ECT smo zaznali povecano izlo¢anje IL-6 samo v zgodnjih, 3-5 dni
rasto¢ih cevdicah, kar nakazuje, da lahko ECT vpliva na vnetno signaliziranje v zgodnjih fazah
miogeneze.

Dobljeni preliminarni rezultati kazejo, da lahko ECT iz vitro vpliva na skeletne misi¢ne celice, pri
¢emer so nediferencirani, razvijajo¢i se mioblasti bolj ob¢utljivi od diferenciranih cevéic. Povetano
izlo¢anje IL-6 po ECT nakazuje spremembe v zgodnjih fazah razvoja misi¢nih celic. Ugotovitve
prispevajo k boljsemu razumevanju vpliva ECT na skeletno misi¢no tkivo in opredelitvi lokalnega
varnostnega profila v primerih, ko se tumor nahaja v neposredni blizini skeletnih misic.
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Sarkopeni¢na debelost je kompleksno klini¢no stanje, za katero je znalilna socasna prisotnost
povecanega deleza telesnega mascevja ter progresivnega upada skeletne misi¢ne mase, misi¢ne moci
in/ali telesne zmogljivosti, kar opredeljujemo kot sarkopenijo. Nastane kot posledica prepletanja
presnovnih, hormonskih, vnetnih in funkcionalnih sprememb, pogosto povezanih s staranjem in
debelostjo. Sarkopenija je pri bolnikih z rakom pogosta in povezana z ve¢ zapleti zdravljenja, dalj$o
hospitalizacijo ter krajsim prezivetjem. Ker se razsirjenost sarkopenije in debelosti po svetu povecuje,
sarkopeni¢na debelost predstavlja vse vedji zdravstveni problem tudi pri bolnikih z rakom. Povecana
koli¢ina visceralnega mascevja lahko dodatno prispeva k izgubi misi¢ne mase in misi¢ne funkcije
ter razvoju sarkopenije. Visceralno mascevje je presnovno aktivno tkivo in izlo¢a razli¢ne pro-
vnetne dejavnike, ki spodbujajo proteolizo ter s tem prispevajo k izgubi mi$i¢ne mase. Pri presezku
mascobnega tkiva se lahko mascoba kopi¢i tudi v skeletnih misicah, kar imenujemo miosteatoza.
Vnetni in presnovni vplivi ma$¢obnega tkiva dodatno pospesujejo izgubo misi¢ne mase in zmanjsujejo
misi¢no funkcijo. So¢asna prisotnost sarkopenije in debelosti lahko povzro¢i medsebojno potenciranje
njunih $kodljivih u¢inkov ter dodatno vpliva na zdravstvene izide. Dokazano je, da je sarkopeni¢na
debelost povezana s slab$imi izidi zdravljenja, dalj$im trajanjem hospitalizacije, ve&jo telesno
oviranostjo in kraj$im prezivetjem pri razli¢nih vrstah raka. Z njenim razvojem in karcinogenezo so
povezani razli¢ni mehanizmi, med drugim inzulinska rezistenca, povec¢ana proteoliza, miosteatoza,
kroni¢no vnetje, oksidativni stres, lipotoksi¢nost ter spremenjeno izrazanje adipokinov in miokinov.
Za opredelitev sarkopeni¢ne debelosti se uporabljajo razli¢ne metode ocenjevanja telesne sestave in
miSi¢ne funkcije. Telesno sestavo lahko ocenjujemo z dvoenergijsko rentgensko absorpciometrijo
(DXA) in bioelektri¢no impedanéno analizo (BIA), medtem ko ratunalniska tomografija (CT) in
magnetna resonanca (MRI) omogoc¢ata natanénej$o oceno telesne sestave. Pri bolnikih z rakom je
CT posebej uporaben, saj omogoca natan¢no oceno skeletne misi¢ne mase z analizo pre¢nega preseka
misi¢nega tkiva na ravni tretjega ledvenega vretenca (L3), ki dobro korelira s celotno skeletno misi¢no
maso. Zdravljenje sarkopeni¢ne debelosti pri bolnikih z rakom temelji na individualizirani prehranski
in gibalni obravnavi, katere cilj je zmanj$anje ma$¢obne mase s hkratnim ohranjanjem oziroma
izbolj$anjem misi¢ne mase in funkcije. Glavna ukrepa sta ustrezen energijski in beljakovinski vnos ter
telesna vadba, zlasti vadba proti uporu. Zaradi tveganja za izgubo puste telesne mase je pomembno
redno spremljanje telesne sestave in funkcionalnega stanja bolnika. Celostna obravnava vkljucuje tudi
ustrezno zdravljenje osnovne rakave bolezni ter obvladovanje z njo povezanih presnovnih in vnetnih
dejavnikov.
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Glioblastomi (GBM) so izjemno agresivni mozganski tumorji z zelo omejenimi moznostmi
zdravljenja (1). Klju¢no oviro predstavljajo mati¢nim celicam podobne glioblastomske celice
(GSLC), ki se odlikujejo po visoki sposobnosti samoobnavljanja, u¢inkovitem popravljanju DNA in
zmoznosti izogibanja imunskemu nadzoru (2). K njihovi visoki odpornosti na terapijo prispeva velika
heterogenost GBM, saj obstajajo razli¢ni molekularni podtipi tumorja, pa tudi tumorsko mikrookolje
je zelo heterogeno, kar dodatno otezuje zdravljenje in zahteva personaliziran pristop zdravljenja (3).

Utinkovitost konvencionalnih oblik imunoterapije je pri GBM omejena. Naravne celice ubijalke
(NCU) predstavljajo obetavno strategijo za obravnavo tumorskih celic, saj lahko prepoznajo in
unicijo tudi odporne rakave celice. Njihova aktivnost je odvisna od fenotipa, ki se spreminja glede na
komunikacijo s tumorskimi celicami (4).

Med potencialnimi tar¢ami imunoterapije izstopajo melanomski antigeni (MAGE), ki so bili odkriti
leta 1991 (5). Pri evkariontih je druzina genov MAGE evolucijsko ohranjena; iz enega gena pri
nizjih evkariontih se je pri sesalcih razsirila na priblizno 40 genov. Med njimi je MAGEC?2 $e posebej
zanimiv, s3j se izraza tudi v GBM (6).

Raziskali smo vlogo proteina MAGEC2 (melanomski antigenski protein C2), ki je bil prepoznan
kot potencialna terapevtska tarca in uravnalec tumorske agresivnosti. V ta namen smo vzpostavili tri
glioblastomske celi¢ne linije z izrazenim MAGEC2. Z uporabo citotoksi¢nega testa smo ovrednotili,
ali prisotnost MAGEC2 vpliva na uéinkovitost prepoznave in eliminacijo tumorskih celic z NCU.
Nadalje smo s testom klonogenosti ocenili vpliv MAGEC2 na prezivetje celic po ionizirajoéem
obsevanju.

Rezultati so pokazali, da MAGEC2 modulira obcutljivost glioblastomskih celic na citotoksi¢nost
NCU, pri ¢emer je ucinek odvisen od posamezne celi¢ne linije, kar nakazuje njegovo vlogo pri
izogibanju prirojenemu protitumorskemu imunskemu odzivu (7). Poleg tega so celice, ki izrazajo
MAGEC2, izkazovale vedjo odpornost na obsevanje, kar kaze na vlogo proteina pri razvoju
radioodpornosti. Ti izsledki podpirajo nadaljnje raziskave MAGEC2 kot terapevtske tarée in
nakazujejo, da bi kombinacija z na MAGEC2 usmerjenimi pristopi imunoterapije in radioterapije
lahko izbolj$ala zdravljenje glioblastoma (7).
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Elektrokemoterapija (EKT) je uveljavljena lokalna ablativna metoda zdravljenja tumorjev, pri kateri
z elektroporacijo pove¢amo vnos citostatikov, predvsem bleomicina (BLM) in cisplatina (CDDP),
v tumorske celice. Poleg neposrednega citotoksi¢nega ucinka lahko EKT spodbuja sproscanje
tumorskih antigenov in aktivacijo imunskega odziva, vendar pogosto ne zadostuje za vzpostavitev
ucinkovitega sistemskega protitumorskega imunskega odziva. Elektroporacijo lahko uporabimo
tudi za genski elektroprenos (GEP) plazmidne DNA (pDNA), ki kodira imunoloske adjuvanse, kot
je interlevkin-12 (IL-12). Kombinacija EKT in GEP IL-12 bi tako lahko z lokalnim spros¢anjem
tumorskih antigenov in so¢asno stimulacijo imunskega sistema delovala kot i situ vakcinacija (1). Ker
je mogoce za obe terapiji uporabiti enake elektroporacijske pulze (2), bi njuna so¢asna izvedba lahko
poenostavila kombinirano zdravljenje. Ker pa BLM in CDDP delujeta prek interakeij z DNA, lahko
neposredna izpostavljenost vpliva na integriteto pDNA in posledi¢no na izrazanje terapevtskega
gena. Namen raziskave je bil ovrednotiti vpliv BLM in CDDP na pDNA ter dolo¢iti, ali so¢asna
elektroporacija citostatika in pDNA vpliva na u¢inkovitost transfekcije iz vitro in protitumorsko
ucinkovitost kombiniranega zdravljenja iz vivo.

Vpliv razli¢nih koncentracij BLM in CDDP na integriteto in topologijo pPDNA smo ovrednotili z
gelsko elektroforezo. Utinkovitost transfekcije smo dolo¢ili v celicah misjega melanoma B16-F10 po
socasni elektroporaciji (8 x 1000 V/cm, 100us, 1Hz) citostatika in pDNA z zapisom za IL-12 oziroma
fluorescen¢ni reporterski protein. Izrazanje transgenov smo ovrednotili na ravni mRNA z RT-gPCRin
Zmerjenjem fluorescence reporterskega proteina, citotoksi¢nost pa s testom PrestoBlue. Protitumorsko
ucinkovitost kombiniranega zdravljenja iz vivo smo proucevali na podkoznih tumorjih B16-F10 na
singenih misih C57BL/6 (3t. dovoljenja: U34401-3/2022/1). Uporabili smo intratumorsko apliciran
CDDP (40 pg) oziroma intravensko apliciran BLM (10 pg) ter intratumorsko apliciran plazmid
pORF-mIL-12-ORT (20 pg), ¢emur je sledila elektroporacija (8 x 1000 V/cm, 100us, 1Hz). Uéinek

zdravljenja smo ovrednotili s spremljanjem rasti tumorjev in popolnih odgovorov na zdravljenje.

BLM in CDDP sta povzrocila od koncentracije odvisne spremembe pDNA, pri ¢emer je BLM
povzrodil predvsem njeno fragmentacijo, CDDP pa spremembe topologije. Kljub zaznanim
spremembam pDNA socasna elektroporacija citostatika in pDNA iz vitro ni pomembno zmanjsala
izrazanja transgena v primerjavi z GEP pDNA brez citostatika. Socasni elektroprenos pDNA je
dodatno zmanjsal prezivetje tumorskih celic v primerjavi z EKT. Iz vivo je kombinacija EKT in GEP
pDNA z zapisom za IL-12, izvedena s socasno elektroporacijo, izboljsala protitumorski ucinek in
delez popolnih ozdravitev v primerjavi s samo EKT in samim GEP. Sama EKT s CDDP ali BLM ni
povzrocila popolnih ozdravitev, kombinirana terapija pa je privedla do popolnega odgovora pri 83 %
misi v skupini s CDDP in 67 % misi v skupini z BLM.
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Ceprav BLM in CDDP povzrocata spremembe pDNA, te niso pomembno zmanjsale u¢inkovitosti
izrazanja transgena po socasni elektroporaciji. Rezultati kaiejo, da je mogoce EKT in GEP IL-12
zdruziti v en elektroporacijski postopek, pri ¢emer se ohrani u¢inkovitost genskega prenosa in izboljsa
protitumorski u¢inek. Taksen pristop poenostavi izvedbo kombiniranega zdravljenja ter predstavlja
osnovo za nadaljnji razvoj iz situ vakcinacije tumorjev in njeno translacijo v klini¢no uporabo.
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At the Irish Cancer Society, we are committed to putting patients, survivors, families, carers, supporters
and the public at the heart of everything we do. We believe that people affected by cancer bring
unique expertise through their lived experience and should play a meaningful role in the decisions
that impact their care, treatment and quality of life. Through our patient partnership work, the Irish
Cancer Society has developed a model that places people affected by cancer at the centre of decision-
making across the entire cancer continuum, recognising that patients are not simply recipients of care
but active partners in shaping the future of cancer services.

At the forefront of this work has been our commitment to fund Ireland’s first Patient Partnership
Lead at Trinity St James's Cancer Institute. This pioneering senior leadership role was established to
embed meaningful patient involvement across all pillars of an OECI Comprehensive Cancer Centre,
including research, education, clinical care and support services. The programme aims to ensure that
patient perspectives influence decision-making across the entire cancer journey, from diagnosis and
treatment within the acute hospital setting through to survivorship and supportive care.

This presentation will explore how patient partnership can strengthen cancer care, research and
outcomes through practical examples from the Irish Cancer Society's work, including our long-
standing collaboration with Trinity St James's Cancer Institute. Other examples will include our
support for patient involvement in the clinical trial prioritisation processes through our partnership
with Cancer Trials Ireland, ensuring that the clinical trials being approved nationally reflects the needs
and priorities of people affected by cancer in Ireland. The presentation will also showcase how co-led
and patient-centred real-world initiatives can be utilised to improve quality of life, survivorship and
the patient experience.

Drawing on these experiences, this talk will demonstrate how meaningful patient partnership can
influence decision-making at every stage of the cancer pathway, resulting in more relevant research,
more person-centred care and ultimately better outcomes for people affected by cancer.
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Primarni limfomi dojke predstavljajo manj kot 1% vseh malignomov dojke, pri ¢emer je najpogostejsi
podtip primarni difuzni velikoceli¢ni B-celi¢ni limfom dojke (angl. primary breast diffuse large
B-cell lymphoma; PB-DLBCL). Gre za agresivno bolezen, ki je bila doslej v literaturi razmeroma
slabo opisana. Da bi v prihodnje omogo¢ili njegovo uvrstitev v skupino velikoceli¢nih B-limfomov
imunolosko privilegiranih mest (IP-LBCL), je potrebno zbrati dodatne podatke o klini¢nopatoloskih
in molekularnih zna¢ilnostih PB-DLBCL ter zna¢ilnostih njihovega tumorskega mikrookolja (TME).

Iz podatkovne baze Oddelka za patologijo OIL smo identificirali bolnice z PB-DLBCL v obdobju
2002-2024. Klini¢ne podatke smo poiskali v bazi Web.Doctor. Tkivni vzorci PB-DLBCL, fiksirani v
formalinu in vklopljeni v parafin (FFPE), so bili obsezno analizirani z imunohistokemi¢nimi barvanji
(CD20, CD10, CDS, CD30, c-MYC, BCL2, BCL6, MUM-1, pSTAT3, pSTATS, EBV, MIB-1) in
fluorescenéno in situ hibridizacijo (FISH) (za MYC, BCL2, BCL6, IRF4, lokus 9p24.1). Prezivetje
brez napredovanja bolezni (angl. progress free surival, PES) je bilo opredeljeno kot ¢as od zaklju¢ka
zdravljenja do napredovanja bolezni ali smrti zaradi katerega koli vzroka. Celokupno prezivetje (angl.
overall survival, OS) je bilo opredeljeno kot ¢as od postavitve diagnoze do smrti zaradi katerega
koli vzroka. Za primerjavo prezivetja je bil uporabljen log-rank test, za oceno vpliva posameznih
parametrov na prezivetje pa Coxova regresijska analiza. Podatki o statusu prezivetja so bili upostevani

do dne 29. april 2026. Analize tumorskega mikrookolja in mutacij gena MYD88 $e potekajo.

V raziskavo je bilo vklju¢enih 15 bolnic, pri katerih je bil med letoma 2002 in 2024 na Onkoloskem
Institutu Ljubljana diagnosticiran PB-DLBCL. Ob ¢asu analize je bilo Zivih $e 6 bolnic (40,0 %).
Po Hansovem algoritmu je bilo 9 primerov uvr$¢enih v tip GC; vendar je 8 do 9 CD10+ primerov
izrazalo tudi MUM1 in BCL-6 (trojno pozitivni, TP). Zaradi omejene koli¢ine razpolozljivega tkiva
pri vseh tumorskih vzorcih ni bilo mogoce opraviti analize genskih translokacij. Translokacija gena
MYC je bila ugotovljena pri 3 bolnicah (3/13), translokacije gena BCL2 niso ugotovili pri nobeni
bolnici (0/10), translokacija gena BCL6 pa je bila ugotovljena pri 2 bolnicah (2/9), od tega v enem
primeru v kombinaciji z MYC translokacijo.

Kemoterapijo v kombinaciji z rituksimabom je prejelo 87 % bolnic, 79 % bolnic pa je prejelo tudi
intratekalni metotreksat. Mediani ¢as spremljanja je znasal 83 mesecev (razpon 19-235 mesecev).
Petletno PFS pri zdravljenih bolnicah je znasalo 76,2 % (95 % I1Z: 64,0-88,4 %). Petletno OS v celotni
skupini je znasalo 76,0 % (95 % I1Z: 63,8-88,2 %), petletno prezivetje specifi¢no za limfom pa 84,4
% (95 % IZ: 74,2-94,6 %). Sekundarnega raka dojke nismo ugotovili pri nobeni bolnici. Vrednost
indeksa IPI ni statisti¢no znacilno vplivala na OS (p=0,314). Prav tako velikost tumorja nad 7 cm ni
vplivala na OS (p=0,833). Mediana proliferacijskega indeksa Ki-67 je znasala 90 % (razpon 80-100
%). Vrednost Ki-67 ni vplivala na OS (p=0,987), prav tako ne translokaciji genov MYC oz. BCL6
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(p=0,346 oz. p=0,853). Pri nobeni bolnici nismo ugotovili napredovanja bolezni v osrednje Zivéevije.

PB-DLBCL je redka in agresivna bolezen, vendar je ob zgodnjem odkritju, temeljiti histopatoloski
opredelitvi in ustreznem zdravljenje mogoce dosedi ugodne izide zdravljenja. Nasi dosedanji rezultati
kazejo na prevlado tipa GC po Hansovem algoritmu, kar je za entitete IP-LBCL zelo neobicajno;
vendar je vec¢ina teh primerov izkazovala mo¢no in difuzno izrazanje MUM1. Za potrditev ali ovrzbo
domneve, da PB-DLBCL sodi med limfome imunolosko privilegiranih mest, so potrebne nadaljnje,
predvsem molekularne raziskave limfoma in TME na ve¢jih kohortah bolnic.
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Pri glioblastomu (GB), ki ostaja eden izmed najagresivnej$ih in najsmrtonosnejsih oblik raka pri
¢loveku, so izvenmozganske metastaze izjemno redke in slabo raziskane. Standardno zdravljenje, ki
vklju¢uje maksimalno kirursko resekcijo glavne tumorske mase in ji sledi radiokemoterapija, podaljsa
prezivetje bolnikov le za nekaj mesecev, terapevtske moznosti za zdravljenje metastatskega GB pa so
trenutno omejene.

Vzorec GB z izvenmozganskimi metastazami je bil pridobljen v okviru Gliobanke Nacionalnega
instituta za biologijo (NIB) z ustreznim eti¢nim soglasjem in informiranim pristanku bolnika. Redek
klini¢ni primer smo najprej molekularno karakterizirali ter na tumorskih avatarjih, vzpostavljenih
iz tumorskega tkiva, raziskali moznosti tarénega zdravljenja za ta metastatski GB. Obravnavani
tumor je izkazoval ve¢ molekularnih znacilnosti, povezanih z agresivnim potekom bolezni,
vkljuéno z mutacijami v tumorsupresorskih genih NFI, TPS3, PTEN in RBI, profilom metilacije
DNA, znadilnim za mezenhimski podtip GB, ter aktivacijo signalne poti MAPK. Za funkcionalno
ovrednotenje terapevtskega potenciala pri tem metastatskem GB smo vzpostavili tumorske modele iz
primarnih tumorskih celic, izoliranih iz bolnikovega tumorja, in njihove asembloide s cerebralnimi
organoidi. Ti asembloidi so po eni strani ohranjali klju¢ne bioloske znacilnosti bolnikovega tumorja,
po drugi strani pa omogocali modeliranje interakcij tumorja z mikrookoljem zdravih ¢loveskih
moZganov.

V nasi raziskavi se je kot obetavna terapevtska udinkovina za zdravljenje preucevanega primera
metastatskega GB izkazal zaviralec MEK trametinib, ki je v personaliziranih tumorskih avatarjih
selektivno zmanj$al prezivetje ter invazivni potencial izjemno agresivnih GB celic z znacilnostmi
rakavih mati¢nih celic.

Nasi rezultati kazejo, da zaviranje signalne poti MEK predstavlja obetavno terapevtsko tar¢o za
omejevanje agresivnega $irjenja na temozolomid odpornega metastatskega GB. Ugotovitve obenem
podpirajo nadaljnji razvoj personaliziranih, tar¢nih in multimodalnih predklini¢nih modelov in
terapevtskih strategij za zdravljenje GB.
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Genetsko svetovanje in testiranje bolnic in bolnikov z rakom dojk omogoca prepoznavo zarodnih
patogenih in verjetno patogenih razli¢ic v genih, povezanih z dedno predispozicijo za razvoj raka
dojk. Rezultati testiranja imajo pomembne klini¢ne implikacije za izbiro sistemskega in kirurskega
zdravljenja, nadrtovanje individualiziranih preventivnih ukrepov ter kaskadno testiranje krvnih
sorodnikov. Z uvedbo sekvenciranja naslednje generacije (NGS) se je nabor analiziranih genov
pomembno razsiril, hkrati pa so se zaradi terapevtskih indikacij postopoma S$irila tudi merila za
napotitev na genetsko testiranje in postopoma omogocala genetsko testiranje tudi posameznikom
brez pozitivne druzinske anamneze (1,2).

Namen raziskave je bil analizirati rezultate genetske obravnave bolnic in bolnikov z rakom dojk,
obravnavanih na Oddelku za onkolosko klini¢no genetiko in testiranih na Oddelku za molekularno
diagnostiko Onkoloskega instituta Ljubljana v desetletnem obdobju 2015-2024, ter opredeliti delez
pozitivnih izvidov glede na starost ob diagnozi, tumorski fenotip, druzinsko anamnezo in izbrane
klini¢ne znadilnosti.

Izvedli smo retrospektivno analizo napotenih bolnic in bolnikov z rakom dojk na Oddelek za
onkolosko klini¢no genetiko med januarjem 2015 in decembrom 2024. Analizirali smo klini¢ne,
patoloske in genetske podatke, vklju¢no s starostjo ob prvi diagnozi raka dojk, histoloskim tipom,
hormonskim in HER2-statusom, pojavom bilateralnega raka dojk ter druzinsko anamnezo. Genetsko
testiranje je bilo izvedeno z metodo NGS. Kot pozitiven izvid smo opredelili prisotnost zarodne
patogene ali verjetno patogene razli¢ice (P/VPR) v genu, povezanem z dedno predispozicijo za raka

dojk.

V obravnavanem obdobju je bilo napotenih 5504 posameznikov, genetsko testiranje pa je bilo
opravljeno pri 5411. Med testiranimi je bilo 110 moskih, kar je predstavljalo 2 % kohorte. Povpre¢na
starost ob diagnozi prvega raka dojk je znasala 48,6 leta. Pri 10,7 % testiranih je bilo diagnosticiranih
ve¢ primarnih rakov dojk. Skupno je bilo v analizi zajetih 6123 diagnoz raka dojk, od tega 5817
invazivnih karcinomov. Med testiranimi z invazivnim rakom dojk je bil pozitiven genetski izvid
ugotovljen pri 20,6 %, pri tistih s karcinomom iz sizu pa pri 13,4 %. Pri 13 % vseh testiranih je bila
ugotovljena P/VPR v genih BRCAI ali BRCA2. Najvedji delez testiranih je predstavljala skupina s
hormonsko pozitivnim, HER2 negativnim rakom dojk (52,2 %), sledila je skupina s trojno negativnim
rakom dojk (18 %). Med invazivnimi raki z znanim hormonskim in HER2 statusom je bil najvisji
delez pozitivnih genetskih izvidov ugotovljen pri trojno negativnem raku dojk (34,5 %), najnizji pa
pri HER2-pozitivnem raku dojk (11 %).

Negativno druzinsko anamnezo rakavih bolezni je imelo 40 % testiranih. V tej skupini je bil pozitiven
genetski izvid ugotovljen pri 12,1 % posameznikov. Tudi med testiranimi s hormonsko pozitivnim,
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HER2-negativnim rakom dojk in negativno druzinsko anamnezo je delez pozitivnih presegal 10 %.

V podskupini testiranih z bilateralnim rakom dojk je bil pozitiven genetski izvid ugotovljen pri 20 %
testiranih. Najpogosteje so bile v tej skupini ugotovljene P/VPR v genih BRCA1, BRCA2, PALB2,
ATM in CHEK?2. Pri hormonsko pozitivnem, HER2 negativnem raku dojk je bil pozitiven genetski
izvid ugotovljen pri 17 % testiranih, od tega pri 10,1 % v genih BRCA1 ali BRCA2. Najpogosteje so
bile najdene P/VPR v genih BRCA2, BRCAI in CHEK?2, ki so skupaj predstavljale priblizno 70 %
pozitivnih izvidov v tej skupini. Pri HER2-pozitivnem raku dojk je bilo pozitivnih 11 % testiranih,
najpogosteje so bile ugotovljene razli¢ice v genih BRCA2, CHEK2 in BRCAI.

Analiza povezave med genotipom in tumorskim fenotipom je pokazala, da je imelo 69 % nosilcev P/
VPR v genu BRCA1 trojno negativni rak dojk. Pri nosilcih P/VPR v genih BRCA2, CHEK2, PALB2
in ATM je prevladoval hormonsko pozitiven, HER2-negativen tumorski fenotip. Pri nosilcih P/VPR
v genu RADS1C je bil trojno negativni rak dojk prisoten pri nekaj ve¢ kot polovici. Med nosilci P/
VPR v genu 7P53 ni bilo trojno negativnih tumorjev, medtem ko je bil delez HER2-pozitivnih rakov
45 %.

Delez pozitivnih genetskih izvidov se je s starostjo praviloma zmanjSeval, najvisji je bil pri testiranih,
pri katerih je bil rak dojk diagnosticiran med 20. in 29. letom starosti. V skupini testiranih, starih
70-79 let ob diagnozi, je delez pozitivnih izvidov ve¢ kot 10 %. V desetletnem obdobju se je $tevilo
napotitev na genetsko testiranje postopoma povecevalo, medtem ko se je ¢as od diagnoze raka dojk do
genetskega svetovanja in testiranja skrajSeval. V zadnjih treh letih analiziranega obdobja je mediani
¢as do genetskega svetovanja in testiranja zna$al priblizno eno leto, pri veéini testiranih s trojno
negativnim rakom dojk pa je bilo genetsko svetovanje in testiranje v zadnjih dveh letih opravljeno ze v
letu postavitve diagnoze.

Desetletna analiza genetskega svetovanja in testiranja bolnic in bolnikov z rakom dojk, ki so bili
napoteni na genetsko obravnavo, kaze visok delez P/VPR, zlasti pri testiranih s trojno negativnim
in bilateralnim rakom dojk. Klini¢no pomemben delez pozitivnih izvidov je bil ugotovljen tudi pri
testiranih brez pozitivne druzinske anamneze ter pri starejsih starostnih skupinah, kar kaze na omejitve
selekcije bolnikov, primernih za genetsko testiranje zgolj na podlagi druzinske anamneze in starosti.
Rezultati potrjujejo pomembno vlogo genetske obravnave za zarodne P/VPR pri celostni obravnavi
bolnikov z rakom dojk. Genetski izvid in klini¢na interpretacija namre¢ vplivata na terapevtske
odlo¢itve, na¢rtovanje preventivnih ukrepov in spremljanje ter omogoc¢a prepoznavo ogrozenih
krvnih sorodnikov s kaskadnim genetskim testiranjem.

V prihodnje bo smiselno opredeliti optimalno strategijo genetskega testiranja bolnic in bolnikov z
rakom dojk. Med moznimi pristopi so univerzalno genetsko testiranje vseh z diagnozo raka dojk,
strategija »najprej tumor« (tj. najprej genotipizacija tumorskega tkiva) ter dolgoro¢no moznost
razmisleka o populacijskem genetskem presejanju. Rezultati nase analize podpirajo nadaljnjo Siritev
dostopnosti genetskega testiranja in presojo manj restriktivnih kriterijev za napotitev v nasi populaciji
in izpostavljajo pomen lastnih analiz pri naértovanju ukrepov v prihodnje.
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Olaparib predstavlja standardno vzdrzevalno zdravljenje v prvi liniji pri bolnicah z napredovalim
seroznim rakom jaj¢nikov visokega gradusas patogeno razli¢ico (PR) vgenih BRCA1/2.Randomizirane
klini¢ne raziskave so pokazale pomembno podalj$anje prezivetja brez napredovanja bolezni,
vendar so bolnice v vsakodnevni klini¢ni praksi bolj heterogena skupina od populacij, vklju¢enih v
klini¢ne raziskave. Podatki iz resni¢nega okolja so pomembni za oceno trajanja zdravljenja, potrebe

po prilagoditvah odmerka, pojavnosti nezelenih u¢inkov ter razlogov za prekinitev vzdrzevalnega
zdravljenja. Namen raziskave je bil opisati potek in nezelene ucinke vzdrievalnega zdravljenja z P 23
olaparibom v prvi liniji pri bolnicah z napredovalim seroznim rakom jaj¢nikov visokega gradusa s PR

v genih BRCA1/2, ki so bile zdravljene na Onkoloskem institutu v Ljubljani.

V retrospektivno raziskavo smo vklju¢ili bolnice, zdravljene z olaparibom v monoterapiji po
zaklju¢enem kirursSkem zdravljenju in kemoterapiji (KT) na osnovi platine v obdobju 2019-2023.
Dodatna vkljuéitvena kriterija sta bila FIGO stadij III ali IV ter dokazana zarodna ali somatska PR
v genih BRCA1/2. Nezeleni uéinki so bili dokumentirani v skladu s skupnimi terminoloskimi merili
za nezelene dogodke (angl. Common Terminology Criteria for Adverse Events, CTCAE), razli¢ica
5.0. Dodatno smo pridobili podatke o trajanju zdravljenja z olaparibom, razloge za zakljucek ali
predcasno prekinitev zdravljenja ter prilagoditvah odmerka. Podatke smo analizirali z opisno
statistiko. Kategorijske spremenljivke smo prikazali s frekvencami in delezi, zvezne spremenljivke pa
kot povpregje s standardnim odklonom oziroma mediano z interkvartilnim razponom (IQR), glede
na porazdelitev podatkov.

V raziskavo je bilo vklju¢enih 110 bolnic. Povpreéna starost ob diagnozi je bila 61,1 + 10,1 let. Pri
106 bolnicah (96,4 %) je bil histolosko serozni rak jajénikov visokega gradusa. Zarodna PR v genih
BRCA1/2 je bila ugotovljena pri 74 bolnicah (71,2 %), somatska pa pri 30 (28,8 %). Mediano trajanje
vzdrzevalnega zdravljenja z olaparibom je bilo 16,4 mesecev (IQR 16). Najpogostejsa razloga za
zakljuéek oziroma prekinitev zdravljenja sta bila naértovan zaklju¢ek zdravljenja pri 54 bolnicah
(51,9 %) in ponovitev bolezni pri 39 (37,5 %), medtem ko je bilo zdravljenje zaradi nezelenih u¢inkov
prekinjeno pri 9 bolnicah (8,7 %). Z zdravljenjem povezani nezeleni udinki so bili zabelezeni pri 90
bolnicah (81,8 %). Poviane vrednosti serumskega kreatinina so bile ugotovljene pri 38 bolnicah
(34,5 %), ledvi¢na okvara pri 29 (26,4 %), trombocitopenija pri 26 (23,6 %) in nevtropenija pri
25 (22,7 %). Znizana koncentracija hemoglobina pod 120 g/L je bila zabeleZena pri 80 bolnicah
(72,7 %). Med simptomatskimi nezelenimi udinki je bila najpogostejsa utrujenost pri 15 bolnicah
(13,6 %); slabost je bila zabelezena pri 6 (5,5 %), soasna slabost in utrujenost pa pri 10 bolnicah
(9,1 %). Prilagoditev odmerka olapariba z znizanjem je bila potrebna pri 17 bolnicah (15,5 %).

Primerov febrilne nevtropenije nismo zabeleZili.

Podatki iz nase klini¢ne prakse kazejo, da pri veéini bolnic med vzdrievalnim zdravljenjem z
olaparibom v prvi liniji prilagoditev odmerka ni bila potrebna, pred¢asne prekinitve zdravljenja zaradi
nezelenih u¢inkov pa so bile redke. Najpogosteje so bile zabelezene laboratorijske spremembe ledvi¢ne
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funkcije in hematoloski nezeleni u¢inki. Rezultati dopolnjujejo podatke iz randomiziranih klini¢nih
raziskav z informacijami o dejanskem poteku zdravljenja z olaparibom v vsakodnevni klini¢ni praksi
ter poudarjajo pomen sistemati¢nega spremljanja in zgodnjega prepoznavanja nezelenih udinkov.
Nadaljnje raziskave bi lahko opredelile klini¢ne dejavnike, povezane s potrebo po prilagoditvi
odmerka ali pred¢asni prekinitvi zdravljenja, ter prispevale k bolj individualiziranemu spremljanju
bolnic.
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Radioterapija (RT) je eden temeljnih nadinov zdravljenja razli¢nih vrst raka, vendar lahko poleg
tumorskega tkiva poskoduje tudi okoliska zdrava tkiva. Skeletne miSice, ki se pogosto nahajajo v
neposredni blizini tumorskih mest, so zato lahko izpostavljene ionizirajo¢emu sevanju. Ionizirajoce
sevanje povzroda zgodnje (akutne) in pozne (kroni¢ne) spremembe v misi¢nem tkivu, ki lahko vplivajo
na njegovo strukturo, funkcijo in regeneracijsko sposobnost. U¢inki RT na izlo¢anje in signaliziranje
protivnetnih miokinov skeletnih misic $e niso bili podrobno raziskani. Namen te raziskave je bil
ovrednotiti vpliv razli¢nih odmerkov ionizirajotega sevanja (0-8 Gy) na miogenezo ter signaliziranje
miokina IL-6 v mi$i¢ni celi¢ni liniji C2C12 in vitro.

Mioblaste misjih celic C2C12 (ATCC CRL-1772) smo gojili v rastnem goji¢u, sestavljenem iz
DMEM z visoko vsebnostjo glukoze (HG), z dodatkom GlutaMAX™ (G) (DMEM HGG), ki smo
mu dodali 10 % fetalnega govejega seruma (FBS) in 1 % penicilina—streptomicina (PS). Za indukcijo
miogene diferenciacije smo mioblaste C2C12 2. dan gojenja i vitro (DIV) prenesli v diferenciacijsko
gojis¢e (DM), sestavljeno iz DMEM HGG, ki smo mu dodali 2 % konjskega seruma (HS) in 1 % PS,
s ¢cimer smo sprozili diferenciacijo mioblastov v miSi¢ne cev¢ice. Diferenciacijo v mi$i¢ne cevéice smo
spremljali s svetlobno mikroskopijo. Celice C2C12 smo obsevali z odmerki ionizirajo¢ega sevanja
2-8 Gy (Darpac 2000, Gulmay Medical Ltd.) tik pred dodatkom DM,ali po konéani diferenciaciji
v misi¢ne cevéice, tj. 7. DIV. Koli¢ino IL-6 smo dolo¢ili v supernatantu obsevanih mioblastov 4. in

7. DIV ter v supernatantu obsevanih misi¢nih cev¢ic 9. DIV z uporabo encimsko-imunskega testa
ELISA, skladno z navodili proizvajalca (komplet ab100712, Abcam).

Rezultati testa ELISA so pokazali, da 2 dni po RT izlo¢anje IL-6 v mioblastih C2C12 ni bilo
statisti¢no znadilno drugaéno kot pri neobsevanih celicah. Po 5 dneh se je izlo¢anje IL-6 statisti¢no
znacilno povecalo sorazmerno z jakostjo ionizirajo¢ega sevanja, medtem ko RT misi¢nih cevdic na
izlo¢anje IL-6 ni imela statisti¢no znacilnega vpliva.

RT vpliva na miogenezo in signalizacijo IL-6 v misi¢nih celicah na nadin, ki je odvisen od odmerka in
stopnje diferenciacije. Nasi rezultati nakazujejo, da je izlo¢anje IL-6 najveéje v najmocneje obsevanih
mioblastih C2C12 proti koncu diferenciacije v mi$i¢ne ceveice. RT po diferenciaciji na izlo¢anje IL-6
nima pomembnega vpliva. Spremembe signalizacije IL-6 lahko prispevajo k bolj$emu razumevanju
mehanizmoyv, s katerimi ionizirajoce sevanje vpliva na regeneracijo skeletnih misic.
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Elektrokemoterapija (EKT) je lokalna ablativna metoda zdravljenja tumorjev, pri kateri
elektroporacija poveca prepustnost membrane tumorskih celic in s tem omogo¢i ucinkovitejsi vnos
citostatika (bleomicina ali cisplatina), kar vodi v njihovo smrt. Nedavni dokazi kazejo, da lahko
EKT sprozi imunogeno celi¢no smrt (ICD), ki s spro$¢anjem s tumorjem povezanih antigenov in
molekularnih vzorcev, povezanih s poskodbo (DAMP), spodbuja protitumorski imunski odziv.
Vendar mehanizmi imunskega odziva po EKT $e niso v celoti pojasnjeni, deloma zaradi omejene
uporabe visokodimenzionalnih pristopov za profiliranje imunskega odziva na tem podro¢ju.

Primarni cilj raziskave je bil vzpostaviti in optimizirati postopek spektralne preto¢ne citometrije za
celovito profiliranje imunskega odziva v tumorjih, zdravljenih z EKT. Sekundarni cilj je bil opredeliti
spremembe imunskega mikrookolja po EKT v predklini¢nih tumorskih modelih ter identificirati
potencialne bioloske oznadevalce odziva na zdravljenje.

Singene misje tumorje karcinoma debelega ¢revesa CT26 in melanoma B16-F10 smo zdravili samo
z elektroporacijo, samo s kemoterapijo (bleomicin intravensko oziroma cisplatin intratumorsko)
ali z EKT. Tumorje smo odvzeli 1., 3., 6. in 14. dan po zdravljenju ter iz njih pripravili enoceli¢ne
suspenzije. Razvili in optimizirali smo 25-parametrski panel za spektralno preto¢no citometrijo,
namenjen opredelitvi podpopulacij limfocitov T, mieloidnih celi¢nih populacij, oznalevalcev
aktivacije in izérpanosti ter poti predstavitve antigenov. Podatke smo zajeli s spektralnim pretoénim
citometrom Cytek® Northern Lights™, ¢emur sta sledila ra¢unalnisko spektralno razlo¢evanje (angl.
unmixing) in visokodimenzionalna analiza podatkov s programsko opremo FlowJo.

Vzpostavili smo standardizirano metodologijo spektralne preto¢ne citometrije za spremljanje
imunskega odziva po EKT. En dan po EKT smo v tumorjih zaznali statisti¢no znac¢ilno zmanjsanje
deleza imunskih celic, kar je sovpadalo z izrazito infiltracijo nevtrofilcev, zlasti po intratumorskem
zdravljenju s cisplatinom. Sest dni po EKT se je statisti¢no znacilno povecal delez makrofagov, nato
pa se je imunski infiltrat postopoma obnovil. Spremembe imunskih celi¢nih populacij so ¢asovno
sovpadale s protitumorskim u¢inkom EKT, izrazenim kot zaostanek v rasti tumorjev.

Raziskava zagotavlja prenosljiv predklini¢ni model za visokodimenzionalno profiliranje imunskega
odziva po EKT ter omogoc¢a podrobnej$e razumevanje ¢asovne dinamike preoblikovanja tumorskega
imunskega mikrookolja po zdravljenju. Vzpostavljeni protokoli in pridobljeni podatki predstavljajo
osnovo za identifikacijo potencialnih bioloskih oznacevalcev odziva na EKT ter za nadaljnje raziskave
kombiniranja EKT z imunoterapijo.
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Elektrokemoterapija (EKT) je lokalna ablativna metoda zdravljenja, ki omogoca vstop citostatikov v
tumorsko tkivo s pomo¢jo dovajanih kratkih visokonapetostnih elektri¢nih pulzov. Elektri¢ni pulzi
povzrocijo prehodno povecanje prepustnosti celi¢ne membrane oziroma elektroporacijo, s ¢imer
povecajo vnos citostatikov v tumorske celice in posledi¢no okrepijo njihov citotoksi¢ni ucinek.
EKT se je ze izkazala kot u¢inkovita in varna metoda lokalnega zdravljenja razli¢nih vrst tumorjev,
vklju¢no s kostnimi metastazami. Kljub temu obstoje¢i protokoli niso posebej prilagojeni specifi¢nim 26
znacilnostim kostnega tkiva, ki lahko pomembno vplivajo na farmakokinetiko citostatikov in P
ucinkovitost zdravljenja. Citostatika, ki se trenutno uporabljata v klini¢ni praksi v kombinaciji z
EKT, sta bleomicin (BLM) in cisplatin (CDDP), medtem ko se je oksaliplatin (OXA), platinova
spojina tretje generacije, nedavno izkazal kot obetavna alternativa. Ker je za u¢inkovitost EKT klju¢na
ustrezna koncentracija citostatika v tumorskem tkivu v ¢asu dovajanja elektri¢nih pulzov, je poznavanje
farmakokinetike posameznega zdravila pomembno za optimizacijo terapevtskega protokola.

Z namenom raziskati potencial EKT v kombinaciji z BLM, CDDP in OXA za zdravljenje
osteosarkoma (OS) smo najprej doloé¢ili farmakokineti¢ne profile vseh treh citostatikov v podkoznem
in ortotopi¢nem modelu OS. Cilj je bil opredeliti optimalno ¢asovno okno za aplikacijo elektri¢nih
pulzov. Po vzpostavitvi tumorjev smo citostatike aplicirali intravensko, nato pa v vnaprej dolo¢enih
¢asovnih tockah odvzeli vzorce krvi in tumorskega tkiva ter dolo¢ili koncentracije posameznih
citostatikov (dovoljenje $t. U34401-17/2023/1). Na podlagi dobljenih farmakokineti¢nih profilov
smo dolo¢ili ¢asovno toc¢ko, prikateri je bila koncentracija citostatika v tumorju najvisja, in jo uporabili
za na¢rtovanje EKT. Farmakokineti¢ne analize so pokazale razlike med podkoznim in ortotopi¢nim
modelom OS, kar kaze na pomemben vpliv tumorskega mikrookolja na razpolozljivost citostatikov.
Pri podkoznih tumorjih smo za aplikacijo elektri¢nih pulzov v EKT potrdili, da je primerna ¢asovna
to¢ka 3 minute po hitri intravenski bolusni aplikaciji citostatika, pri ortotopi¢nih tumorjih pa 10
minut po aplikaciji. Na podlagi farmakokineti¢nih rezultatov smo nato ovrednotili protitumorsko
u¢inkovitost optimiziranih protokolov EKT v obeh modelih OS. U¢inkovitost zdravljenja smo ocenili
na podlagi dinamike tumorske rasti in prezivetja. EKT v kombinaciji s CDDP je v obeh tumorskih
modelih povzro¢ila izrazito upocasnitev rasti tumorjev in s tem pokazala jasen protitumorski u¢inek.
Pri podkoznih tumorjih je izrazito upocasnitev tumorske rasti povzroc¢ila tudi EKT v kombinaciji z
BLM. Analiza prezivetja v podkoznem modelu ni pokazala razlik med skupinami zdravljenj, medtem
ko je v ortotopi¢nem modelu EKT v kombinaciji s CDDP ali BLM izboljsala prezivetje.

V raziskavi smo opredelili klju¢ne farmakokineti¢ne parametre BLM, CDDP in OXA v dveh
modelih OS ter na njihovi podlagi dolo¢ili optimalni ¢as aplikacije elektri¢nih pulzov. Rezultati
kaZejo, da sta ustrezna ¢asovna uskladitev aplikacije citostatika in elektri¢nih pulzov ter upostevanje
specifi¢nega tumorskega mikrookolja pomembna dejavnika u¢inkovitosti EKT. Izsledki zagotavljajo
farmakokineti¢no in eksperimentalno podlago za prilagoditev protokolov EKT kostnim tumorjem
ter podpirajo nadaljnje raziskovanje EKT kot lokalne strategije zdravljenja osteosarkoma.
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Plos¢atoceli¢ni karcinom ustne votline (OSCC) zaradi odpornosti proti zdravljenju in omejenih
terapevtskih moznosti pri napredovali bolezni ostaja pomemben klini¢ni izziv. Elektrokemoterapija
(EKT) je lokalna ablativna metoda zdravljenja, pri kateri z dovajanjem kratkih visokonapetostnih
elektri¢nih pulzov povzro¢imo prehodno povecanje prepustnosti celicne membrane oziroma
elektroporacijo. S tem omogodimo povetan vnos citostatikov v tumorske celice in posledi¢no
okrepimo njihov citotoksi¢ni u¢inek. Najpogosteje uporabljena citostatika sta cisplatin (CDDP)
in bleomicin (BLM). Za nadaljnje izbolj$anje ucinkovitosti zdravljenja se preucujejo kombinirani
pristopi z zdravili, ki delujejo na specifi¢ne molekularne tarc¢e in lahko dodatno povecajo obcutljivost
tumorskih celic za zdravljenje. DEBIO 1143 (Xevinapant), antagonist inhibitorjev proteinov
apoptoze (IAP), spodbuja apoptotsko celicno smrt in lahko poveca udinkovitost citotoksi¢nih
terapij. Namen raziskave je bil ovrednotiti u¢inkovitost DEBIO 1143 v kombinaciji z EKT s CDDP
ali BLM na misjem modelu OSCC MOCI. I vitro smo s klonogenskim testom ocenili u¢inke
posameznih in kombiniranih zdravljenj. Elektroporacijo smo izvedli z elektrodami iz nerjavecega
jekla z razmikom 2 mm in dovajanjem 8 elektri¢nih pulzov z napetostjo 260 V, trajanjem 100 ps in
frekvenco 1 Hz. U¢inek DEBIO 1143 je bil odvisen od citostatika, uporabljenega pri EKT. Izrazitejsi
u¢inek kombiniranega zdravljenja smo zaznali pri EKT s 5 ug/ml CDDP, medtem ko pri EKT z BLM
primerljivega u¢inka nismo opazili. Za optimizacijo kombiniranega zdravljenja iz vivo smo celice
MOCI1 podkozno injicirali v desni bok imunokompetentnih misi C57BL/6. Pri velikosti tumorjev
50 mm’ smo izvedli EKT z intratumorsko aplikacijo 20, 40 ali 60 ug CDDP, ki ji je po eni minuti
sledilo osem elekeri¢nih pulzov (780 V, 100 ps, 1 Hz). Utinkovitost zdravljenja smo spremljali z
merjenjem tumorjev trikrat tedensko. Za doloc¢itev ¢asovne dinamike apoptotskega odziva smo
tumorje odvzeli 1., 2., 3., 5. in 7. dan po zdravljenju ter apoptozo ovrednotili z imunohistokemi¢nim
barvanjem na kaspazo-3. Protitumorski u¢inek EKT je bil odvisen od odmerka CDDP. Popoln i
odgovor smo dosegli pri 2/9 tumorjev pri 20 pg, 4/9 pri 40 pg in 6/9 pri 60 ug CDDP. Za nadaljnje
kombinirane poskuse smo izbrali 20 ug CDDP, saj je odmerek zagotavljal merljiv uc¢inek in hkrati
dovolj veliko terapevtsko okno za vrednotenje dodatnega u¢inka DEBIO 1143. Apoptotska aktivnost
se je povecala ze prvi dan po EKT in dosegla vrh drugi dan, zato smo kot najprimernejse obdobje za
vkljucitev DEBIO 1143 opredelili ¢as med 1. in 3. dnem po EKT. V raziskavi smo tako opredelili
eksperimentalne pogoje za nadaljnje predklini¢no vrednotenje DEBIO 1143 v kombinaciji z EKT pri
ploscatoceli¢nem karcinomu ustne votline. Rezultati kazejo, da je u¢inek kombiniranega zdravljenja
odvisen od citostatika, uporabljenega pri EKT, pri ¢emer smo izrazitejSo modulacijo u¢inka DEBIO
1143 zaznali v kombinaciji s CDDP. Z optimizacijo odmerka CDDP in dolo¢itvijo ¢asovne dinamike
apoptoze smo vzpostavili osnovo za nadaljnje vrednotenje kombiniranega zdravljenja iz wvivo.
Izsledki poudarjajo pomen ustreznega ¢asovnega razporeda posameznih terapevtskih komponent ter
interakcij, specifi¢nih za posamezno zdravilo, in podpirajo nadaljnje raziskovanje DEBIO 1143 kot
potencialnega modulatorja u¢inkovitosti EKT pri plos¢atoceli¢nem karcinomu ustne votline.
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Zilne malformacije (VM) so heterogena skupina razvojnih zilnih nepravilnosti, ki nastanejo zaradi
motene Zilne morfogeneze med embrionalnim in poznejsim razvojem. Njihova patogeneza je povezana
z dednimi ali somatskimi mutacijami, ki motijo bistvene znotrajceli¢ne signalne poti v endotelijskih
celicah, najpogosteje PIK3CA-AKT-mT'OR os. Posledi¢no so Zile znotraj VM strukturno nepravilne,
hiperprepustne, nezrele in pomanjkljivo obdane s podpornimi celicami. Te lastnosti prispevajo k
nestabilnosti, vztrajanju in napredovanju lezij, hkrati pa bistveno otezujejo njihovo zdravljenje. P 28

Bleomicinska elektroskleroterapija (BEST), ki zdruZuje lokalno injiciranje bleomicina v lezijo in
elektroporacijo, se je v zadnjem ¢asu uveljavila kot obetavna terapevtska moznost za zdravljenje
predvsem nizko pretoénih VM, zlasti venskih malformacij. Elektroporacija prehodno poveca
prepustnost celicne membrane, kar okrepi znotrajceli¢ni vnos bleomicina, tako da lahko BEST
poveca lokalno u¢inkovitost zdravljenja in hkrati omogo¢i uporabo nizjih odmerkov zdravila ter s tem
zmanjsa sistemsko toksi¢nost. Kljub vse pogostejsi kliniéni uporabi pa mehanizmi, na katerih temelji
njen terapevtski uéinek, $e vedno niso dovolj pojasnjeni. Ni jasno, kaj natan¢no vpliva na odziv na
zdravljenje, kateri mehanizmi zilne poskodbe in remodeliranja po zdravljenju prevladujejo, niti kako
nepravilna zgradba zil in lokalna hemodinamika znotraj lezije vplivata na porazdelitev in zadrzevanje
zdravila v tkivu VM. Te odprte vsebine kazejo na potrebo po robustnih in translacijsko relevantnih
predklini¢nih modelih VM, ki bi ¢imbolj posnemali klju¢ne genetske in fenotipske znadilnosti bolezni
ter omogoc¢ili mehanisti¢ne raziskave BEST.

Za ta namen smo z lentivirusno transdukcijo v tri endotelijske celi¢ne linije (HUVEC, SVEC4-10
in bEnd.3) vnesli aktivirajo¢o mutacijo PIK3CA-H1047R. Uspesno izrazanje transgena smo potrdili
na ravni RNA in proteina v vseh treh celi¢nih linijah. S funkcionalno karakterizacijo in vitro smo
dolo¢ili proliferacijo, migracijsko sposobnost in angiogeni potencial celic, kar nam je omogocilo
oceno endotelijskih fenotipov, povzrocenih z mutacijo in relevantnih za biologijo VM. V primerjavi
z nemutiranimi kontrolami so analize pokazale spremenjeno vedenje endotelijskih celic, skladno z
motenim Zilnim signaliziranjem in patoloskim nastajanjem zil.

Za nadaljnjo oceno njihove relevantnosti iz vivo smo transducirane endotelijske celice podkozno
vsadili v misi, kjer so tvorile lezije z izrazitimi fenotipskimi in histoloskimi razlikami, odvisnimi od
uporabljene celi¢ne linije. Lezije iz celic HUVEC so najbolje posnemale fenotip, podoben ¢loveskim
VM, vklju¢no z razirjenimi in nepravilnimi Zilnimi kanali, dezorganizirano Zilno arhitekturo,
povecano prepustnostjo zil in nepravilno pokritostjo s podpornimi celicami. Nasprotno so
celice bEnd.3 tvorile velike, s krvjo napolnjene lakune, medtem ko so celice SVEC4-10 imele bolj
proliferativen, tumorju podoben fenotip. Te razlike kazejo na pomembne, od celi¢ne linije odvisne
razlike v bioloskih posledicah izrazanja PIK3CA-H1047R in dodatno potrjujejo, da endotelijsko
ozadje odlo¢ilno vpliva na fenotip nastalih lezij.

Nasi konéni rezultati kaZejo, da modeli endotelijskih celic z mutacijo PIK3CA-H1047R lahko
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posnemajo izbrane vidike biologije VM, njihov fenotipski izid pa je mo¢no odvisen od celi¢nega
konteksta, iz katerega izhajajo. Med preizku$enimi modeli se lezije na osnovi celic HUVEC najbolj
priblizajo znacilnostim ¢loveskih VM in zato predstavljajo najprimernej$o platformo za nadaljnje
predklini¢ne raziskave. Ta model bo lahko $e posebej koristen za mehanisti¢ne $tudije BEST ter za
oceno tkivnega odziva na zdravljenje.
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Duketalni karcinom iz situ (DCIS) je neinvazivna proliferacija neoplasti¢nih celic v duktusih mamarne
zleze. Standardno zdravljenje vklju¢uje operacijo in obsevanje. Obsevanje prizadene tumorske in
zdrave celice, pri ¢emer poskodbe nastajajo neposredno ali posredno preko reaktivnih kisikovih
spojin (ROS). V normalnih fizioloskih razmerah antioksidativni sistemi vzdrzujejo ravnovesje ROS,
poruseno ravnovesje pa vodi v oksidativni stres in razvoj vnetja. Lipidna peroksidacija, ki nastane
zaradi ROS, vodi v poskodbe celi¢nih membran in lahko sprozi feroptozo. Pomemben gen za zaiéito
pred oksidativnim stresom je paraoksonaza 1 (PONI), antioksidativni encim, ki se v krvi veze na
lipoproteine in preprecuje oksidacijo lipidov. Polimorfizmi v antioksidativnih genih lahko vplivajo
na u¢inkovitost odziva na obsevanje in povzrodijo nezelene u¢inke. Cilj nase raziskave je bil ugotoviti,
ali polimorfizmi v genu PON1 vplivajo na pojav akutnih in poznih nezelenih u¢inkov na kozi po

obsevanju pri bolnicah z DCIS.

V raziskavo smo vkljucili 196 bolnic z DCIS, zdravljenih s pooperativnim obsevanjem na Onkoloskem
inStitutu Ljubljana. Za oceno neZelenih uéinkov na kozi takoj po obsevanju (akutni nezeleni
udinki) ter 6 mesecev in 1 leto po obsevanju (pozni nezeleni ué¢inki) smo uporabili merila Skupne
terminologije za kriterije nezelenih u¢inkov (ang. Common Terminology Criteria for Adverse Events,
CTCAE v5.0) in LENT (Late Effects of Normal Tissue) - SOMA (Subjective, Objective, Management,
Analytic). Za analizo polimorfizmov PONI rs662, rs854560, rs705379 in rs705381 smo uporabili
kompetitivno, alelno-specifi¢no verizno reakcijo s polimerazo. Frekvence polimorfnih alelov so bile
0,285 za PONI 15662, 0,369 za rs854560, 0,369 za rs705379 in 0,759 za rs705381. Nosilke enega
polimorfnega alela PON1I rs854560 so imele manjso verjetnost za pojav nezelenih u¢inkov na kozi
po obsevanju po kriterijih LENT SOMA (RO = 0,258; 95 % IZ = 0,069-0,963; p = 0,044). Nosilke
enega polimorfnega alela PON1 rs662 so imele vedjo verjetnost za pojav nezelenih u¢inkov na kozi
6 mesecev po obsevanju po kriterijih CTCAE (RO = 2,006; 95 % I1Z = 1,033-3,894; p = 0,040),
tudi po prilagoditvi za velikost tumorja v multivariatni analizi (RO = 2,033; 95 % IZ = 1,041-3,968;
p = 0,038). Nosilke vsaj enega polimorfnega alela PONI rs705381 so imele manj$o verjetnost za
pojav nezelenih uéinkov na kozi 6 mesecev po obsevanju po kriterijih CTCAE (RO = 0,490; 95 %
IZ = 0,250-0,959; p = 0,037), tudi v multivariatni analizi (RO = 0,502; 95 % IZ = 0,255-0,988;
p = 0,046). Nosilke dveh polimorfnih alelov PONI rs705381 so imele vedjo verjetnost za
pojav nezelenih u¢inkov na kozi 1 leto po obsevanju po kriterijih CTCAE (RO = 4,686; 95 %
1Z=1,119-19,614;p=0,034), tudipoprilagoditvizaboleznisrcainarterijskohipertenzijovmultivariatni
analizi(RO=6,007;95%1Z=1,186-30,419;p=0,030).Pravtakojebilapovezavazna¢ilnavdominantnem
modelu v univariatni (RO = 4,686; 95 % IZ = 1,119-19,614; p = 0,034) in multivariatni analizi
(RO = 2,423; 95 % IZ = 1,07-5,488; p = 0,034). Nosilke vsaj enega polimorfnega alela PON1
15705381 so imele vedjo verjetnost za pojav nezelenih u¢inkov na kozi 1 leto po obsevanju tudi po
kriterijih LENT SOMA (RO = 2,04; 95 % IZ = 1,041-4,001; p = 0,038). Nosilke dveh polimorfnih
alelov PON1 15705379 pa so imele manjso verjetnost za pojav nezelenih ucinkov na kozi 1 leto po
obsevanju po kriterijih LENT SOMA (RO = 0,345; 95 % IZ = 0,124-0,962; p = 0,042).

V nasi raziskavi smo pokazali, da so polimorfizmi v genu PONI povezani s pojavom akutnih in poznih
nezelenih u¢inkov na kozi pri bolnicah z DCIS in bi lahko sluzili kot bioloski oznacevalec za napoved
odgovora na zdravljenje z obsevanjem pri raku dojk.
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Trastuzumab emtanzin (T-DM1) je standardno dopolnilno zdravljenje bolnic s HER2-pozitivnim
zgodnjim rakom dojk (RD) in rezidualno boleznijo po neoadjuvantnem sistemskem zdravljenju. Dokazi
o njegovi u¢inkovitosti temeljijo predvsem na randomizirani klini¢ni raziskavi KATHERINE, v kateri
pa je le manjsi delez bolnic predoperativno prejemal dvojno anti-HER2 blokado s trastuzumabom in
pertuzumabom. Ker je dvojna anti-HER?2 blokada danes standardni del neoadjuvantnega sistemskega
zdravljenja, so podatki iz realnega sveta pomembni za oceno uéinkovitosti in prenosljivosti T-DM1 po
sodobnem neoadjuvantnem zdravljenju. Namen raziskave je bil zato oceniti prenosljivost in zgodnjo
u¢inkovitost dopolnilnega zdravljenja s T-DM1 v vsakodnevni klini¢ni praksi.

V retrospektivno raziskavo smo vkljuéili 95 bolnic s HER2-pozitivnim zgodnjim RD in rezidualno
boleznijo po neoadjuvantnem zdravljenju, ki so med junijem 2020 in decembrom 2025 na
Onkoloskem institutu Ljubljana pri¢ele z dopolnilnim zdravljenjem s T-DM1. Podatke smo pridobili
iz elektronske zdravstvene dokumentacije. Klini¢ne in patoloske znacilnosti, znac¢ilnosti zdravljenja
ter nezelene ucinke smo analizirali z metodami deskriptivne statistike. Kategori¢ne spremenljivke smo
prikazali s frekvencami in delezi, zvezne spremenljivke pa z mediano in interkvartilnim razponom
(IQR). Prezivetje brez invazivne bolezni (IDFS) smo ocenili po metodi Kaplan-Meier.

Mediana starosti bolnic je bila 50 let (razpon 21-82 let). Hormonsko odvisnih je bilo 72 (75,8 %)
tumorjev. Neoadjuvantno kemoterapijo z antraciklini in taksani je prejelo 87,4 % bolnic, dvojno anti-
HER?2 zdravljenje s trastuzumabom in pertuzumabom pa 97,9 %. Rezidualno breme bolezni je bilo
opredeljeno kot RCB I pri 30,5 %, RCB II pri 58,9 % in RCB III pri 10,5 % bolnic.

Mediano stevilo prejetih ciklov T-DM1 je bilo 12 (IQR 8-14; razpon 1-15). Zdravljenje je pred¢asno
zakljudilo 16 bolnic (16,8 %), najpogosteje zaradi nezelenih u¢inkov (10/95; 10,5 %), redkeje na lastno
zeljo (4/95; 4,2 %) ali iz drugih razlogov (2/95; 2,1 %). Nezeleni u¢inki stopnje >3 so se pojavili pri
7,4 % bolnic. Asimptomatski padec LVEF za >20 odstotnih to¢k je bil ugotovljen pri dveh bolnicah
(2,1 %); pri nobeni LVEF ni padel pod 50 %, pri obeh pa je bil padec reverzibilen.

Ob medianem ¢asu spremljanja 32 mesecev smo zabelezili $tiri ponovitve bolezni, ocenjeni 3-letni
IDFS je znasal 94,6 % (95 % 1Z 86,4-97,9). Tri od stirih ponovitev (75 %) so vkljuéevale osrednje
ziveevje (CZS), pri dveh kot edino mesto ponovitve, pri eni pa so bili so¢asno prisotni tudi zasevki v
skeletu.

Podatki iz realnega klini¢nega sveta kazejo, da je dopolnilno zdravljenje s T-DM1 dobro prenosljivo in
povezano z ugodnimi izidi tudi v sodobni klini¢ni praksi, v kateri velika ve¢ina bolnic predoperativno
prejme dvojno anti-HER2 blokado. Rezultati tako dopolnjujejo podatke raziskave KATHERINE.
Kljub majhnemu $tevilu dogodkov visok delez ponovitev z vklju¢enostjo CZS izpostavlja CZS kot
pomembno mesto ponovitve bolezni ter kaze, da preprecevanje ponovitev v CZS ostaja pomemben
klinié¢ni izziv.
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Cirkulirajo¢e tumorske celice (CTC) so pri razli¢nih rakavih obolenjih, vklju¢no z rakom dojke in
prostate, pomemben prognosti¢ni dejavnik in njihovo povecano $tevilo je povezano z agresivnej$im
potekom bolezni in slab$im prezivetjem. Pri epitelijskem raku jajénikov (angl. epithelial ovarian
carcinoma, EOC) predstavljajo CTC obetaven prognosti¢ni oznalevalec, vendar njihova klini¢na
uporabnost $e ni jasno opredeljena. V sklopu te raziskave smo izvedli pregledno analizo podrodja
(angl. scoping review) CTC in EOC s poudarkom na predanalitskih postopkih obdelave vzorcev krvi,
metodah izolacije, detekcije in karakterizacije CTC, $tevilu CTC in mejah pozitivnosti ter njihovi
povezanosti s prezivetjem.

Pregledno analizo podroéja smo izvedli v skladu s smernicami PRISMA-ScR. Za iskanje ustreznih
raziskav smo s pomocjo izkuSenega knjiznicarja uporabili iskalne strategije za podatkovne zbirke
PubMed, Scopus in Web of Science. Vklju¢ili smo le izvirne znanstvene ¢lanke v angleskem jeziku,
objavljene do marca 2026. Izklju¢ili smo konferen¢ne povzetke, poglavja v knjigah, prikaze primerov
in pregledne ¢lanke. Naslove in povzetke so pregledali trije ocenjevalci, v naslednji fazi pa sta dva
ocenjevalca neodvisno ocenila ustreznost celotnih besedil. Iz izbranih ¢lankov smo v standardizirano
preglednico ekstrahirali podatke o znadilnostih raziskav in populacije, predanalitskih postopkih,
metodah izolacije, detekcije in karakterizacije CTC, $tevilu CTC, mejah pozitivnosti, njihovi
viabilnosti ter povezanosti CTC s prezivetjem.

V vseh treh podatkovnih zbirkah smo nasli 977 zadetkov, po izklju¢itvi duplikatov je ostalo 668
zadetkov. V kon¢no analizo smo po pregledu naslovov, povzetkov in celotnih besedil vkljudili 71
raziskav. Serozni EOC je bil najpogosteje preucevani histoloski tip, ¢eprav so kohorte vkljucevale
tudi druge histoloske tipe EOC in/ali neopredeljene podtipe EOC ter vse stadije bolezni (FIGO
I-IV). Ugotovili smo precej$njo raznolikost uporabljenih metod izolacije CTC, saj je bilo med 71
raziskavami uporabljenih 22 razli¢énih metod. V 38/71 raziskavah so metode temeljile na bioloskih
lastnostih CTC, predvsem na dolo¢anju imunofenotipa, molekularnih metodah, kot je PCR, in
morfoloskih znacilnostih. Sledile so metode, ki so temeljile na fizikalnih lastnostih in deformabilnosti
CTC (25/71), ter hibridne metode, ki so zdruzevale bioloske in fizikalne lastnosti (8/71). Detekcija
na osnovi imunofluorescence je bila uporabljena v 66/71 raziskavah, pri ¢emer so bile uporabljene
slikovne metode, preto¢na citometrija in fluorescen¢na hibridizacija iz situ. Porotane mejne
vrednosti za opredelitev CTC-pozitivnih bolnic so se gibale od 1 do 8 CTC/mL oziroma CTC/
vzorec. Mediana stopnje pozitivnosti CTC pri bolnicah z EOC je bila 66,7 % (razpon 12-100 %).
Povezanost prisotnosti CTC s prezivetjem je bila proucevana v 26/71 raziskavah, od katerih jih je
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14 dokazalo, da je bila prisotnost CTC povezana z znadilno kraj$im preZivetjem brez napredovanja
bolezni in/ali celotnim prezivetjem pri CTC-pozitivnih bolnicah.

Razlike v metodah dolo¢anja CTC in mejah pozitivnosti pomembno vplivajo na interpretacijo
rezultatov in njihovo povezanost s potekom bolezniin prezivetjem. Kljub obetavnemu prognosti¢nemu
potencialu CTC pri EOC so za njihovo klini¢no uveljavitev potrebne standardizirane metode,
enotnej$e meje pozitivnosti ter bolj enotno porocanje rezultatov.
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Celi¢ne bloke (CB) lahko pripravimo z uporabo razli¢nih tehnik, pri ¢emer je glavna omejitev kolic¢ina
celic v vzorcu. Za pripravo CB naj bi se uporabljali vzorci z vsaj milijonom celic, saj so v nasprotnem
primeru CB pogosto premalo celularni za postavitev konéne diagnoze. Ker so vzorci, pridobljeni
z metodo aspiracijske biopsije s tanko iglo (ABTI), pogosto manj celularni, smo na Oddelku za
citopatologijo Onkoloskega instituta Ljubljana skusali z uporabo Histogela optimizirati metodo
priprave CB iz malocelularnih vzorcev.

CB smo pripravili iz vzorcev ABTI, hranjenih v hi$nem mediju (4.5 % BSA, 0.45 % EDTA v PBS
in antibiotiki). Uporabili smo zaporedne red¢itve vzorca z 0.2, 0.5 in 1.0 milijona celic, ki smo jih P32
prenesli v mikrocentrifugirke z volumnom 0.5 ali 1.5 ml. Vzorce smo centrifugirali 5 min pri hitrosti
2700 RPM in nato fiksirali v 10 % nevtralnem puferiranem formalinu ter obarvali s 100 uL. Hemacolor
Blue (BD) za bolj$o vizualizacijo celi¢nega sedimenta. Vzorec smo ponovno centrifugirali 10 min
s hitrostjo 2000 RPM ter obarvanemu celi¢nemu peletu dodali 100 puL uteko¢injenega Histogela
(Epredia), ki smo ga v vzorec nezno vme$ali z iglo, debeline 21 G. Postopek smo izvedli hitro, da ne
bi prislo do pred¢asnega strjevanja gela. Vzorec smo ponovno centrifugirali ter hranili vsaj dve uri na
4 °C. Strjen gel s celi¢cnem sedimentom smo z iglo, debeline 21 G, in dvema kapljicama destilirane
vode (za lazjo pridobitev celi¢nega sedimenta) prenesli iz mikrocentrifugirke in ga procesirali po
ustaljenem protokolu za pripravo parafinskih blokov tkivnih vzorcev, ki ga uporabljamo na Oddelku
za patologijo. Rezine smo obarvali s hemotoksilinom in eozinom (H&E) ter z imunohistokemi¢nim
(IHK) barvanjem na pan-citokeratin, klon CKAE1/AE3.

Uporabljeni protokol je omogocal pripravo diagnosti¢nih CB ne glede na celularnost vzorca. CB je
bil obarvan z uporabo barvila Hemacolor blue za boljsi prikaz vzorca med rezanjem na mikrotomu.
S pregledom tkivnih rezin, obarvanih s H&E, smo potrdili prisotnost celic v CB in ohranjeno celi¢no
morfologijo, s pozitivno IHK reakcijo na CKAE1/AE3 pa ohranjene antigenske lastnosti celic v CB.

Optimizirani protokol za pripravo CB se je izkazal kot zanesljiva metoda za pripravo CB iz
malocelularnih vzorcev, pridobljenih z ABTI, in je primeren za diagnosti¢no obravnavo, saj zagotavlja
dobro ohranjeno celi¢no morfologijo in antigenske lastnosti celic. Optimizirani protokol je lahko
primeren za implementacijo tudi v drugih citopatoloskih laboratorijih, kjer CB iz vzorcev z manj kot
milijonom celic trenutno ne pripravljajo.
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Rak materni¢nega vratu je cetrti najpogostejsi rak pri Zenskah na svetu, vendar je njegovo incidenco
mogoce u¢inkovito zmanjsati s presejalnimi pregledi in cepljenjem (1). Ceprav popolna genotipizacija
visokorizi¢nih ¢loveskih papilomavirusov (ang. high-risk human papillomavirus, hrtHPV) ni obvezna
zahteva presejalnih smernic in priporo¢il, nam lahko zagotovi dodatno informacijo o presejalni
populaciji. Cilj te raziskave je bil analizirati rezultate popolne genotipizacije hrHPV pri zenskah,
vkljucenih v slovenski nacionalni presejalni program, pozitivnih na triazni test Hybrid Capture 2

P33 (HC2) (Qiagen), ki zazna le prisotnost hrHPV DNA.

V raziskavo smo vkljudili zenske iz razli¢nih regij Slovenije, ki so bile med januarjem 2023 in
decembrom 2025 na Onkoloskem institutu v Ljubljani triazirane s testom HC2. Iz vsakega vzorca
brisa materni¢nega vratu, odvzetega v mediju STM (Specimen Transport Medium, QIAGEN), smo
odvzeli 300 pL alikvota. Za popolno genotipizacijo hrHPV smo uporabili test Anyplex II HPV HR
(Seegene, Juzna Koreja), ki zazna genotipe HPV 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68.

Statisti¢no analizo prevalence HPV smo izvedli v spletnem okolju SG Stats (Seegene, Juzna Koreja).

V analizo smo vkljudili 1816 Zensk. Povpre¢na stopnja hrHPV pozitivnih zensk izmed vseh HC2
pozitivnih zZensk je bila 85 %, 86 % in 86 % v letih 2023, 2024 in 2025. HPV16 je bil v vseh treh
letih najpogostejsi genotip, s povpre¢no prevalenco 20,3 %, sledil mu je HPV31 s prevalenco 17,5 %.
Prevalenca genotipov HPV18 in HPV4S5 je ostala nespremenjena pri 5,2 % oziroma 6,1 %, medtem ko
se je prevalenca drugih genotipov hrHPV s¢asoma nekoliko povecala. Priblizno polovica vseh Zensk,
pozitivnih na genotip HPV16, je imela posamezno okuzbo (48,9 %), polovica pa so¢asno okuzbo
z drugimi genotipi HPV (51,1 %). Pri genotipu HPV18 smo v zadnjih dveh letih opazili nekoliko
povetan delez posameznih okuzb (44,1 %, 51,9 % in 51,5 % v letih 2023, 2024 in 2025), medtem ko
se je delez socasnih okuzb zmanjsal (55,9 %, 48,1 % oziroma 48,5 %). Genotipa HPV31 in HPV4S5 sta
bila v vseh treh letih podobno zastopana tako v obliki posameznih (=40 %) kot tudi socasnih okuzb
(=60 %).

Analiza genotipov hrHPV omogoca spremljanje gibanja in znacilnosti okuzb pri Zenskah iz razli¢nih
regij Slovenije ter lahko prispeva k optimizaciji prihodnjih nacinov presejanja in preprecevanja raka
materni¢nega vratu.
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Okuzba z visokorizi¢nim ¢loveskim papilomavirusom (angl. high-risk human papillomavirus, hr HPV)

je eden od vzrokov za nastanek plos¢atoceli¢nega karcinoma orofarinksa (angl. oropharyngeal
squamous cell carcinoma OPSCC). Molekularno dolo¢anje hrHPV v vzorcih aspiracijske biopsije

s tanko iglo (ABTI) v citopatologiji je trenutno premalo raziskano, kljub temu da so podatki o
genotipih hrHPV pomembni za nadaljnjo obravnavo in zdravljenje bolnikov. Cilj nase raziskave je bil
ovrednotiti primernost vzorcev ABTT bolnikov s sumom na OPSCC za dolo¢anje DNA virusa HPV P34
in izvedbo popolne genotipizacije hrHPV.

V raziskavo smo vkljudili vzorce povecanih bezgavk bolnikov s sumom na OPSCC, odvzete z ABTI
na Onkoloskem institutu Ljubljana v obdobju 2023-2026. Tretjino originalnega vzorca, odvzetega
za diagnosti¢ne namene, smo alikvotirali in shranili v mediju eNAT (Copan). DNA iz alikvota
smo izolirali z avtomatiziranim spletnim okoljem SeePrep32 (Seegene). Koncentracijo DNA smo
dolo¢ili s sistemom Qubit Flex (Thermo Fisher Scientific), z obmo¢jem detekcije 0,8-400 ng/uL
in raz$irjenim obmod¢jem detekcije 400-800 ng/uL. Iz izolirane DNA smo izvedli genotipizacijo
hrHPV s testom Anyplex I HPV HR (Seegene) po navodilih proizvajalca. Rezultati testa so bili za
posamezne genotipe hrHPV in pripadajoco interno kontrolo (8-globin) izrazeni semikvantitativno
(+, ++, ali +++).

V raziskavo smo vklju¢ili 82 bolnikov s sumom na OPSCC. Koncentracijo DNA smo uspesno izmerili
v 59/82 primerih (72 %), pri ¢emer je bila mediana koncentracije DNA 6 ng/uL (razpon 0,91-548
ng/pL). V 23/82 primerih (28 %) je bila koncentracija DNA pod mejo detekcije (0,8 ng/pL). Kljub
temu je bila genotipizacija uspesna v 100 % primerov, kar smo dodatno potrdili z interno kontrolo,
katere rezultat je bil v vseh primerih ve¢ kot ++. Prisotnost hrHPV smo potrdili v 37/82 primerih (45
%). Med njimi je bil genotip HPV16 prisoten v 32 primerih, HPV18 v 2 primerih, HPV31, HPV33
in HPV45 pavsak v 1 primeru.

Vzorci ABTI povecanih bezgavk bolnikov s sumom na OPSCC so zanesljiv bioloski material
za molekularno dolocanje genotipov hrHPV s testom Anyplex II HPV HR, tudi pri nizkih
koncentracijah DNA. Za oceno kliniénega pomena rezultatov je potrebna korelacija z rezultati

histoloskih in klini¢nih podatkov.
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Bolniki z adenomatozno polipozo debelega ¢revesa in danke (DCD) razvijejo veliko $tevilo polipov
DCD. Dedne oblike adenomatozne polipoze nastanejo kot posledica genetskih sprememb, tako
imenovanih patogenih razli¢ic oziroma verjetno patogenih razli¢ic (PV/LPV) v razli¢nih genih.
Dedna adenomatozna polipoza predstavlja vzrok za priblizno 1 % rakov DCD (1). Somatski
mozaicizem pomeni prisotnost razli¢nih genetskih razli¢ic v razli¢nih populacijah somatskih celic.
Somatski mozaicizem nastane zaradi genetske spremembe, ki nastane po prvi mitotski celi¢ni delitvi
zigote in predstavlja znan vzrok dolocenega deleza primerov polipoz DCD. Glede na podatke,
dostopne v literaturi, naj bi bilo do 20 % primerov adenomatozne polipoze z negativno druzinsko
anamnezo posledica somatskega mozaicizma za PV/LPV v genu APC (2, 3).

Pri bolnikih z znanimi 10 ali ve¢ histolosko potrjenimi adenomatoznimi polipi in z negativnim
rezultatom genetskega testiranja na zarodne razli¢ice, povezane z adenomatozno polipozo, smo na
Onkoloskem institutu Ljubljana opravili $e dodatno testiranje na prisotnost somatskega mozaicizma
v genu APC. Testiranje smo opravili na dveh vzorcih polipov iz razli¢nih segmentov debelega ¢revesa.
DNA smo izolirali iz tkiva polipov, odstranjenega ob predhodnih kolonoskopskih preiskavah in
vklopljenega v parafin (FFPE). Na podlagi izolirane DNA smo izvedli sekvenciranje naslednje
generacije (NGS) s panelom Illumina TruSight Tumor 170.

Med junijem 2023 in junijem 2026 smo v raziskavo vklju¢ili 119 bolnikov, pri katerih smo izvedli
testiranje na prisotnost somatskega mozaicizma v genu APC. Genetska analiza je zaklju¢ena pri 94
bolnikih, pri 25 bolnikih pa je $e poteka. Povpre¢na starost bolnikov z zaklju¢eno analizo znasa 65
let, 80,9 % je moskih in 19,1 % Zensk. Somatski mozaicizem v genu APC smo ugotovili pri 9 bolnikih
(9,6 %; povprecna starost 61 let, 44,4 % moskih, 55,5 % zensk), pri 78 bolnikih (83,0 %; povpre¢na
starost 66 let, 85,9 % moskih, 14,1 % Zensk) pa somatskega mozaicizma v genu APC nismo potrdili.
Preiskave so bile neuspesne pri 7 bolnikih (7,5 %), ve¢inoma zaradi slabe kakovosti vzorcev tkiva.

Nasi rezultati so primerljivi z rezultati, dostopnimi v literaturi, in potrjujejo, da je pomemben delez
primerov adenomatozne polipoze z negativno druzinsko anamnezo posledica somatskega mozaicizma
v genu APC. Ti rezultati poudarjajo pomen testiranja za somatski mozaicizem v genu APC pri
diagnosti¢ni obravnavi bolnikov s Stevilnimi polipi DCD in negativnim rezultatom genetskega
testiranja za zarodne razlidice v genih, povezanih z dedno adenomatozno polipozo. Nasi rezultati so
pokazali tudi izrazito vedji izkoristek testiranja pri Zenskih bolnicah, ¢esar do sedaj v literaturi nismo
zasledili.
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Chroniclymphocytic leukemia (CLL) is characterized by marked clinical and biological heterogeneity,
ranging from indolent disease that may never require treatment to rapidly progressive disease. This
diversity is closely linked to the immunogenetic features of the B-cell receptor immunoglobulin (BcR
IG). Based on IGHYV gene somatic hypermutation status, the disease is divided into mutated (M-CLL)
and unmutated (U-CLL) CLL, associated with favorable and aggressive courses, respectivelyl,2.
Beyond this distinction, more than 40% of patients express highly similar, or “stereotyped”, BcR 1Gs
that define subsets with distinct clinical and biological profiles, with 29 major subsets identified in a
study of almost 30,000 patients3-5. Using these immunogenetically defined groups as a framework,
we applied complementary genomic, transcriptomic, and immunogenetic analyses at bulk and single-
cell resolution to investigate the molecular basis of CLL heterogeneity, focusing particularly on the
aggressive subsets #1 (predominantly U-CLL) and #2 (mixed M-CLL/U-CLL), and the indolent
subset #4 (predominantly M-CLL).

Whole-genome sequencing of 158 patient samples across ten of these major stereotyped subsets
revealed subset-associated differences in mutation burden and the distribution of recurrent CLL
drivers, including SF3B1, NOTCH1, ATM, TP53, XPO1, RPS15, and NFKBIE. Beyond these
established drivers, the genomic landscape comprised a long tail of less frequently altered genes,
including SPEN, MEDI12, ZC3H18, and ZNF292, with some showing preferential enrichment
in particular subsets. Differences were also observed in recurrent chromosomal alterations, with
del(13q) frequent in subset #2 and del(17p) more common in subset #1. Among established drivers,
SF3B1 mutations were particularly enriched in subset #2, prompting us to examine their downstream
molecular consequences.

RNA-sequencing of 18 SF3B1-mutated and 17 wild-type subset #2 samples identified 80 alternative
splicing events. A key finding was aberrant splicing of BRD9, a component of the non-canonical BAF
(ncBAF) chromatin-remodeling complex previously implicated in SF3B1-mutant malignancies6,
generating a novel isoform with an alternative C-terminus. This association was confirmed in
larger CLL cohorts and characterized by long-read RNA-sequencing, while functional experiments
demonstrated induction of the isoform by mutant SF3B1. Proteomic and chromatin accessibility
analyses further connected SF3B1-mediated splicing alterations to changes in ncBAF interactions
and transcriptional regulation?.

Moving from individual genetic alterations to broader subset-associated biology, bulk RNA-
sequencing of 74 patient samples revealed distinct transcriptional profiles for subsets #1, #2, and #4,
while the aggressive subsets #1 and #2 converged on MYC, mT'ORC1, and oxidative phosphorylation
(OXPHOS) programs. Proteomic and metabolite profiling further identified altered glutamine
metabolism and oxygen sensing, supporting metabolic reprogramming as a shared feature across the
aggressive subsets.

To resolve these subset-level differences within individual tumors, single-cell transcriptomic and
immunogenetic profiling of 48,557 cells from 13 treatment-naive patients showed that aggressive
subsets #1 and #2 contained higher proportions of metabolically active leukemic cells characterized by
BcR-mTOR-MYC-OXPHOS signaling than indolent subset #4, recapitulating key transcriptional
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programs observed at the bulk level. BcR IG analysis additionally revealed intraclonal immunogenetic
diversification in most cases, consistent with ongoing clonal evolution, while clonally expanded T
cells showed cytotoxic differentiation and features of exhaustion, indicating that subset-associated
differences extend beyond the leukemic clone to the immune compartment8.

Together, these studies link the immunogenetic features of CLL to differences in its genomic landscape,
downstream molecular programs, and cellular states. Stereotyped subsets remain molecularly distinct,
while also sharing processes associated with aggressive disease, highlighting the complex biology
underlying CLL heterogeneity.
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Elektrokemoterapija (EKT) je lokalna ablativna terapija, pri kateri elektri¢ni pulzi povedajo
prepustnost celi¢ne membrane in omogodijo povean vnos citostatikov v tumorske celice. V kliniki
se najpogosteje uporablja v kombinaciji z bleomicinom ali cisplatinom (CDDP). Vrsta celi¢ne smrti,
ki jo EKT povzrodi, ima klju¢no vlogo pri aktivaciji proti-tumorskega imunskega odziva. Imunogena
celicna smrt (ICD) je oblika celi¢ne smrti, ki aktivira prirojeni in pridobljeni imunski sistem z
indukcijo spro$¢anja s poskodbo povezanih molekulskih vzorcev (DAMP; ang. damage associated
molecular patterns) iz umirajo¢ih celic. Pokazano je bilo, da EKT lahko inducira ICD, vendar ¢asovni
potek spros¢anja DAMP ter dinamika razli¢nih oblik celi¢ne smrti po EKT s CDDP $e nista natanéno
opredeljena. Razumevanje teh procesov je kljuéno za optimizacijo kombinacije EKT z zaviralci
imunskih kontrolnih tock, kar predstavlja obetavno strategijo za pretvorbo lokalnega ablativnega
uc¢inka EKT v sistemski protitumorski u¢inek.

Namen $tudije je opredeliti ob¢utljivost misjih celi¢nih linij melanoma (B16-F10) in kolorektalnega
karcinoma (CT26) na EKT s CDDP iz vitro ter in vivo kot osnovo za nadaljnje dolo¢anje dinamike
in vrste celiéne smrti. Obcutljivost obeh celi¢nih linij na EKT s CDDP smo dolo¢ili z metabolnim
testom PrestoBlue 72 h po EKT ter z dolo¢anjem proliferativne sposobnosti s testom klonogenosti
144 h po EKT ter z vsakim testom dolo¢ili odmerek, kjer odmre 70 % celic (IC, ). V celi¢ni liniji
B16-F10 je bil IC_-L, dolo¢en s testom klonogenosti, 32 uM, IC_ -H, dolo¢en s testom PrestoBlue,
pa 140 puM. V celi¢ni liniji CT26 je IC -L znasal 25 pM, IC_-H pa 70 uM. Ut¢inkovitost EKT z
intratumorsko aplikacijo CDDP smo preverili tudi 7z vivo na mi$jem modelu CT26. Testirali smo Sest
odmerkov CDDP (2,5 pg, 5 ug, 10 pg, 20 pg, 30 ug in 40 pg) in spremljali rast tumorjev ter izra¢unali
zaostanek v rasti. Pokazali smo, da se zaostanek v rasti povecuje z naras¢ajo¢im odmerkom CDDP
- od 3 dni pri najniZjem odmerku (2,5 pg) do 41 dni pri najvis§jem (40 pg). V prihodnjih poskusih
bomo dinamiko in vrsto celi¢ne smrti po EKT s CDDP natanéneje opredelili s funkcionalnimi testi
ter analizirali transkriptom z mRNA sekvenciranjem ob razli¢nih ¢asovnih to¢kah po EKT.
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Enteropatiji pridruzeni T-celi¢ni limfom (EATL) in monomorfni epiteliotropni intestinalni T-celi¢ni
limfom (MEITL) sta redki in agresivni obliki primarnih intestinalnih T-celi¢nih limfomov, za kateri
so znadilni pozna diagnoza, omejene moznosti zdravljenja in slaba prognoza (1-5). Medtem ko je
EATL etiolosko in patogenetsko neposredno povezan s celiakijo, nastaja MEITL praviloma na novo
in ni povezan s celiakijo. Zgodnjo diagnostiko EATL dodatno otezuje dejstvo, da se bolezen pogosto
razvije pri posameznikih brez predhodno znane ali prepoznane celiakije. Zaradi redkosti obeh entitet
ter klini¢ne slike, ki pogosto posnema druga akutna ali kroni¢na obolenja prebavil, so podatki o
klini¢nih znadilnostih, poteku zdravljenja in dolgoro¢nemu prezivetju teh bolnikov v Sloveniji doslej
ostajali nepopolni ter omejeni (6).

Namen raziskave je bil opredeliti demografske, klini¢ne in patohistoloske znadilnosti bolnikov
z EATL in MEITL, dolo¢iti delez bolnikov s predhodno znano in klini¢no vodeno celiakijo ter
analizirati nac¢ine zdravljenja in izide bolezni. Dodatno smo Zeleli ovrednotiti znacdilnosti tumorskega
mikrookolja in njihovo povezanost s prezivetjem. Predpostavili smo, da ve¢ kot polovica bolnikov
z EATL ob diagnozi limfoma nima predhodno znane celiakije ter da je vedji delez regulatornih
limfocitov T v tumorskem mikrookolju povezan z ugodnej$im prezivetjem. S preuditvijo teh
parametrov ter klasi¢nih klini¢nih prognosti¢nih dejavnikov smo Zeleli prispevati k celovitejsemu
razumevanju bioloskega poteka bolezni in identifikaciji kazalnikov, ki bi v prihodnje lahko pripomogli
k boljsi diagnosti¢ni ter terapevtski obravnavi teh izjemno agresivnih entitet.

Izvedli smo retrospektivno neintervencijsko opazovalno kohortno $tudijo bolnikov z EATL ali
MEITL, diagnosticiranih na Onkoloskem institutu Ljubljana (OILJ) med letoma 2000 in 2025.
Vkljuéenih je bilo 28 bolnikov, od tega 21 z EATL in 7 z MEITL. Klini¢ni podatki so bili pridobljeni
iz zdravstvene dokumentacije in Registra raka Republike Slovenije, pri vseh bolnikih pa smo
analizirali demografske in klini¢ne znadilnosti, razsirjenost bolezni, stanje zmogljivosti, laboratorijske
kazalnike, zdravljenje in izide bolezni. Pri 25 bolnikih je bila izvedena dodatna patohistoloska in
imunohistokemi¢na analiza tumorskega mikrookolja z oznacevalci FOXP3, PD-1, PD-L1 in CD163.
Kategori¢ne spremenljivke so bile analizirane z opisno statistiko, numeri¢ne s t-testom ali Mann-
Whitneyevim U-testom. Celokupno prezivetje (OS) in prezivetje brez odpovedi zdravljenja (FFS)
sta bila ocenjena s Kaplan-Meierjevo metodo, razlike med skupinami z log-rank testom, prognosti¢ni
vpliv pa z univariantno Coxovo regresijo (p < 0,05).

Medianastarosti ob diagnozijebila62,5let (razpon: 32-82), 60,7 % bolnikov je bilo moskih. Predhodno
celiakijo je imelo 25,0 % bolnikov (33,3 % EATL), mediana trajanja celiakije pred pojavom limfoma
paje znasala 5,0 let. Vsi bolniki so bili ob diagnozi v stadiju IV, 82,1 % jih je imelo IPI 23, 42,9 % pajih
jeimelo WHO PS > 2. Vodilni simptomi ob predstavitvi so bili bole¢ina v trebuhu (60,7 %), nehoteno
huj$anje (53,6 %) ter akutni zapleti, kot sta perforacija ¢revesja (25,0 %) in ileus (17,9 %). Kirursko
in sistemsko zdravljenje je prejelo 85,7 % bolnikov, najpogosteje z antraciklinskimi rezimi, predvsem
CHOP. Popolni ali delni odgovor je bil dosezen pri 33,3 % bolnikov, pri 50,0 % pa zdravljenje prvega
reda ni bilo dokon¢ano zaradi zapletov ali hitrega napredovanja bolezni. Najpogostejsa zapleta sta bila
sepsa in gastrointestinalna krvavitev, sledila sta ileus in ponovna perforacija. Mediano OS je znasalo
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5,5 mesecev, enoletno OS 25,0 %, mediano FFS pa 5,0 mesecev (enoletno 12,0 %). FES se je med
EATL in MEITL statisti¢no znacilno razlikovalo (p = 0,011), medtem ko razlika v OS ni bila znatilna
(p = 0,180). Slabse WHO PS je bilo povezano s kraj$im OS (p < 0,001) in FES (p = 0,005), starost
pa z obema izidoma (OS p = 0,022; FFS p = 0,046). Imunohistokemi¢ni oznacevalci tumorskega
mikrookolja niso bili statisti¢no znacilno povezani s prezivetjem. Vsi trije bolniki, zdravljeni z
visokodozno kemoterapijo in avtologno presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic (auSCT), so bili
ob zaklju¢ku spremljanja Zivi in brez napredovanja bolezni, vendar zaradi majhnega stevila bolnikov
izsledka ni bilo mogoce statisti¢no ovrednotiti.

EATL in MEITL sta v slovenski kohorti predstavljala redki in izrazito agresivni bolezni, za kateri
so bili znac¢ilni: napredovala bolezen ob diagnozi, pogosto prisotni urgentni kirurski zapleti, omejen
odziv na zdravljenje in kratko prezivetje. Vec¢ina bolnikov z EATL ni imela predhodno znane celiakije,
s ¢imer je bila prva delovna hipoteza potrjena. Zmogljivostno stanje in starost sta bila pomembno
povezana s prezivetjem, medtem ko povezave med analiziranimi znacilnostmi tumorskega
mikrookolja in prezivetjem nismo dokazali, s ¢cimer druge hipoteze nismo potrdili. Zaradi majhnega
Stevila bolnikov ter retrospektivne narave raziskave so za zanesljivo potrditev prognosti¢nega pomena
posameznih dejavnikov potrebne nadaljnje raziskave na ve¢jih kohortah.
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Razlikovanje med primarnim rakom zol¢nih vodov - holangiokarcinomom (CCA) in metastatskim
duktalnim adenokarcinomom trebusne slinavke (PDAC) v jetrih ostaja pomemben diagnosti¢ni izziv
v klini¢ni patologiji. Zaradi podobnih histoloskih znadilnosti ter pomanjkanja visoko specifi¢nih
imunohistokemi¢nih oznacevalcev je zanesljiva opredelitev izvora tumorja pogosto zahtevna,
natan¢na diagnoza pa je klju¢na za izbiro ustreznega zdravljenja.

V tej raziskavi smo z uporabo visokolo¢ljivostne platforme za prostorsko transkriptomiko Xenium
raziskovali nove molekularne podpise, ki bi omogocili zanesljivej$e razlikovanje med tema dvema
oblikama karcinoma. Analizirali smo raznolik nabor devetih tkivnih vzorcev, ki so vklju¢evali zdrava
jetra in trebusno slinavko ter vzorce hepatocelularnega karcinoma (HCC) in primarnega raka trebusne
slinavke. Osredoto¢ili smo se predvsem na primerjavo primarnega holangiokarcinoma z metastatskim

PDAC v jetrih.

Analiza je bila usmerjena v opredelitev celi¢no-specifi¢nih vzorcev diferencialnega izrazanja genov
ter v karakterizacijo prostorske organizacije tumorskega mikrookolja. S podrobno analizo interakcij
imunskega sistema z malignimi celicami smo zeleli prepoznati znadilne molekularne vzorce, specifi¢ne
za posamezno tumorsko obliko.

Pridobljeni prostorski transkriptomski atlas omogoca poglobljen vpogled v celi¢no in molekularno
arhitekturo jetrnega mikrookolja ter izpostavlja potencialne biooznacevalce, ki bi lahko prispevali k
zanesljivejSemu razlikovanju med primarnimi in sekundarnimi hepatobiliar—nimi malignostmi ter s
tem pomagali preseci trenutne diagnostiéne omejitve.
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BTCs have poor prognosis and usually diagnosed at an advanced stage. Tumour marker CA 19-9 is
not specific with limited diagnostic value in BTCs. Deregulation of the homeostasis of trace elements
(TEs) is involved in the carcinogenesis of different cancers, including BT'Cs. The aim was to evaluate
TEs ratios as potential predictive and prognostic biomarkers of response to systemic therapy (ST),
in correlation with radiological CT assessment in BTCs patients (pts). Twenty healthy volunteers
(HV) (12 F/8 M) and 20 (14 F/6 M) pts with advanced BTCs from our prospective clinical study
(NCT06060990) were included. Total concentrations of copper (Cu), zinc (Zn), selenium (Se),
and manganese (Mn) were determined in samples from HVs to establish reference values, and in
BTC:s pts, using inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS), and Cu/Zn, Cu/Se and
Cu/Mn were calculated and evaluated. The medium age of HV was 58.8 and BTCs pts was
67.7 years. Baseline CA19-9 was elevated in 11 pts. Eleven pts received chemo-immunotherapy as
first-line ST. Best radiological responses to ST were 1 CR, 3 PR, 10 SD, and 6 PD. The corresponding
Cu/Zn, Cu/Se and Cu/Mn ratios in HV and BTCs patients were 1.05+0.196, 8.45+1.71, 892+270
and 1.5740.655, 13.7+4.92 and 13124863, respectively. Median TEs ratios Cu/Zn, Cu/Se and
Cu/Mn in patient with normal CA 19-9, in whom CR was achieved, were 1.55, 14.5 and 1683,
respectively. Median TEs ratios in 2 pts with elevated CA19-9, in whom PR was achieved, were 1.65,
12.4, 1195 and 2.02, 14.5 and 1962, respectively. Median Cu/Zn, Cu/Se and Cu/Mn ratios of BTCs
pts differ from those of HV. All 3 median TEs ratios were higher in BT'Cs pts compared to those in
HV. Median TEs ratios in BT'Cs pts with radiological CT objective response to ST were still higher
compared to median TEs ratios in HV. TEs ratios Cu/Zn, Cu/Se and Cu/Mn show potential as
biomarkers for BT Cs for detection and monitoring treatment effectiveness.
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Elektrokemoterapijo (EKT) lahko pri tumorjih uporabimo bodisi pred zdravljenjem z radioterapijo
(RT), bodisi pri lezijah, ki se ponovijo po RT. Namen te raziskave je bil oceniti izvedljivost, varnost
in u¢inkovitost kombinacije EKT in RT, ne glede na zaporedje zdravljenj, pri bolnikih s tumorji v
predelu glave in vratu.

Bolniki so bili retrospektivno izbrani iz podatkovne zbirke InspECT, na podlagi naslednjih meril:
lezija v predelu glave in vratu katerega koli histoloskega izvora, zdravljenje z EKT in RT v katerem
koli zaporedju, pri ¢emer je bil ¢asovni razmik med obema zdravljenjema najve¢ 12 mesecev. Bolniki
so prejeli bodisi EKT, ki ji je sledila RT (EKT » RT), bodisi RT, ki ji je sledila EKT (RT » EKT).
V obeh skupinah je bilo drugo zdravljenje izvedeno zaradi nepopolnega odziva na prvo zdravljenje
ali ponovitve bolezni po njem. Mediani ¢asovni razmik med zdravljenjema je bil v skupini EKT >
RT 5,3 mesece (razpon 1-12 mesecev), v skupini RT > EKT pa 8 mesecev (razpon 1-12 mesecev),
pri ¢emer je bil najkrajsi razmik 1 mesec. V raziskavo je bilo vklju¢enih 37 bolnikov. V kohorti so
prevladovali starejsi bolniki, z mediano starosti nad 80 let (razpon 50-96 let). EKT z bleomicinom
je bila izvedljiva pri vseh bolnikih, ne glede na to, ali je bila izvedena pred RT ali po njej. V skupini
EKT - RT je bil glavni razlog za izvedbo RT delni odziv po EKT (67 %), medtem ko je bil v skupini
RT > EKT glavni razlog za izvedbo EKT stabilna ali napredujoca bolezen po RT (58 %). V obeh
skupinah so se zmanjsali lokalni simptomi, kot so ulceracija, neprijeten vonj in gnojni izcedek. Delez
objektivnih odgovorov po 2 mesecih je znasal 89 % v skupini EKT > RT in 58 % v skupini RT >
EKT. Prezivetje brez napredovanja bolezni po 24 mesecih je bilo 68 % v skupini EKT » RT in 20 % v
skupini RT » EKT (p = 0,0101). Kaplan—Meierjevi krivulji preZivetja brez napredovanja bolezni sta
se med skupinama statisti¢no zna¢ilno razlikovali (log-rank p = 0,0232).

Zaklju¢imo lahko, da je kombinacija EKT in RT izvedljiva, varna in u¢inkovita pri starejsih bolnikih
s tumorji v predelu glave in vratu. Boljsi izidi, opazeni pri bolnikih, pri katerih je bila EKT izvedena
pred RT, kazejo, da bi lahko imela EKT posebno vlogo kot neoadjuvantno zdravljenje pred RT, zlasti
pri obseznih, ulceriranih ali simptomatskih lezijah te populacije bolnikov.
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V zgodnji tumorigenezi, pogojeni z vnetjem, se zunajceli¢ni matriks debelega ¢revesa znatno
preoblikuje, zato njegova proteomska sestava predstavlja obetaven vir za odkrivanje potencialnih
biologkih oznacevalcev (1,2). Poleg tega so zaradi svoje lokalizacije proteini zunajceli¢nega matriksa
v debelem ¢revesu v neposrednem stiku z blatom. Posledi¢no se lahko spros¢ajo v blato in tako P42
predstavljajo potencialne kandidate za biooznacevalce. V tej $tudiji smo okarakterizirali misji proteom
decelulariziranega debelega ¢revesa zdravega in rakavega tkiva ter ju primerjali z nativnim tkivom. S
tem smo potrdili, da metoda decelularizacije izbolj$a zaznavanje proteinov zunajceli¢nega matriksa. Z
uporabo kemijskih induktorjev tumorigeneze, azoksimetana in natrijevega dekstran sulfata (AOM/
DSS) smo inducirali misji model raka debelega ¢revesa in danke, ki je povezan s kolitisom (3,4).
Decelularizirana tkiva debelega ¢revesa smo analizirali z masno spektrometrijo in s proteomskim
profiliranjem zaznali 26 proteinov s povisanim izrazanjem v skupini AOM/DSS v primerjavi
s kontrolno skupino. Trije od teh proteinov doslej niso bili opisani kot biooznadevalci v blatu. Za
dva kandidata, nevtrofilni granularni protein (NGP) in z interferonom induciran transmembranski
protein 3 (IFITM3), smo z encimskoimunskim testom (ELISA) potrdili poveano izraZanje v
vzorcih misjega blata. Rezultate imunoloske detekcije smo primerjali s hemoglobinom in fekalnim
kalprotektinom, ki sta ze uveljavljena biooznacevalca v blatu (5,6). Vedproteinski paneli so pri tem
pokazali komplementarne rezultate — tako pri razlikovanju med zgodnjimi tumorigenimi stadiji
in zdravimi kontrolami kot pri zaznavanju sprememb, ki so zgolj posledica vnetja. Nase ugotovitve
izpostavljajo velik potencial proteomske analize decelulariziranega debelega ¢revesa kot novega
pristopa za odkrivanje doslej neznanih proteinov, ki se lahko zaznajo v blatu, in zato predstavljajo
obetavne kandidate za neinvazivne zgodnje biooznacevalce raka debelega ¢revesa in danke.
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Elektrokemoterapija (EKT) je lokalno ablativno zdravljenje, pri katerem elektri¢ni pulzi prehodno
povecajo prepustnost celi¢cne membrane in tako omogodijo ucinkovitej$i vnos citostatika v celice.
Bleomicin (BLM) je v kombinaciji z elektroporacijo $e posebej u¢inkovit, saj se njegova citotoksi¢nost
na mestu dovajanja elektri¢nih pulzov moéno poveca. Ceprav je glavni mehanizem citotoksi¢nosti
EKT z BLM poskodba DNA, ki vodi predvsem v mitotsko katastrofo in apoptozo, lahko EKT sprozi
tudi druge oblike regulirane celi¢ne smrti, kot so nekroptoza, piroptoza in feroptoza. Med njimi je
tudi imunogena celi¢na smrt (ICD), katere imunogene znadilnosti temeljijo na spro$¢anju signalnih
molekul, imenovanih s poskodbo povezani molekulski vzorci (angl. damage-associated molecular
patterns, DAMP), iz umirajo¢ih tumorskih celic, kar lahko vodi v aktivacijo protitumorskega
imunskega odziva. Znano je, da EKT z BLM sprozi ICD, vendar ¢asovna dinamika spro$¢anja
DAMP in oblike celi¢ne smrti po EKT z BLM S$e niso bile natanéno opredeljene. Razumevanje
celi¢nih odzivov na EKT je klju¢no za opredelitev njenih citotoksi¢nih in imunogenih ucinkov ter za
nacrtovanje kombiniranega zdravljenja z zaviralci imunskih kontrolnih tock.

Namen nase raziskave je bil opredeliti ¢asovno dinamiko celi¢ne smrti po EKT z BLM in ovrednotiti
prispevek posameznih poti celi¢ne smrti k odzivu na zdravljenje.

Obcutljivost celi¢nih linij mi$jega melanoma (B16F10) in karcinoma debelega érevesa (CT26)
na EKT z BLM smo dolo¢ili s testom PrestoBlue ter testom klonogenosti. Na podlagi dobljenih
rezultatov smo dolocili dve koncentraciji BLM, pri katerih je odmrlo 70 % celic (IC,): visoko
(IC-H), dolo¢eno s testom PrestoBlue, in nizko (IC_-L), dolo¢eno s testom klonogenosti. Raven
celi¢ne smrti po EKT smo nato ovrednotili s testom spro$¢anja laktat dehidrogenaze (LDH).

Med eksperimentalnimi skupinami nismo zaznali opaznih razlik, kar kaze na omejeno in razmeroma
stabilno okvaro celiéne membrane, meritve s testom PrestoBlue pa so nasprotno pokazale zmanj$ano
zivost celic po EKT. Skladno s tem je mikroskopija s ¢asovnim zamikom pokazala, da ve¢ina celic
po EKT ostane zivih, vendar pridobijo »povec¢ano in splo$¢eno« obliko ter izgubijo sposobnost
proliferacije. Celi¢no smrt in celovitost celicne membrane smo nato dodatno ovrednotili z barvanjem
s propidijevim jodidom (PI) in preto¢no citometrijo. Za dolo¢itev prevladujole poti celi¢ne smrti smo
s tehnologijo CRISPR-Cas9 v tumorskih celi¢nih linijah izbili gene, klju¢ne za apoptozo (Bax/Bak),
piroptozo (GSDMDV/E) in nekroptozo (MLKL). Po EKT z BLM smo med celicami divjega tipa
(WT) in celicami z izbitimi geni (KO) Bax/Bak ter GSDMDV/E opazili le manjse razlike v umiranju,
pri ¢emer so bile celice KO nekoliko manj obéutljive na zdravljenje. Za potrditev ugotovitev iz vitro
smo izvedli analizo sekvenciranja RNA. Vpliv posameznih poti celi¢ne smrti na uc¢inkovitost EKT
smo ovrednotili tudi 7 vive, na mi§jih modelih s tumorji WT in MLKL KO. Tumorji MLKL KO
so se na EKT z BLM odzvali slabse kot tumorji WT, kar nakazuje mozen prispevek nekroptoze k
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protitumorskemu u¢inku EKT.

Nasi rezultati kazejo, da EKT z BLM ne povzro¢i hitre celi¢ne smrti, zlasti pri koncentraciji IC_-L;
izrazito pa vpliva na sposobnost celic, da tvorijo kolonije. Poleg tega so rezultati na tumorskem
modelu CT26 in vivo pokazali, da nekroptoza pomembno prispeva k protitumorski u¢inkovitosti
EKT z BLM. Nadaljnja karakterizacija modelov KO bo podrobneje pojasnila celi¢ne odzive, ki so
podlaga delovanja EKT, in njihov mozen vpliv na u¢inkovitost zdravljenja ter imunogenost.
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Na Oddelku za onkolosko klini¢no genetiko Onkoloskega instituta Ljubljana zaradi velikega $tevila
napotitev na onkolosko genetsko svetovanje opravimo predhodno oceno vseh napotenih primerov,
da bi dolo¢ili optimalni vrstni red obravnave. Razvrstitev posameznikov je odvisna od verjetnosti, da
je v druzini prisotna genetska okvara, ta pa temelji na analizi podatkov o rakih v druzini in starosti ob
pojavu bolezni. V skladu s procesom dela obravnave na Oddelku vse diagnoze raka, ki jih navedejo
posamezniki, preverimo v Registru raka Republike Slovenije (1,2). S tem zagotovimo boljso kakovost
podatkov, ki vplivajo na naso odlotitev glede genetske obravnave (tudi upravi¢enost do genetskega
testiranja) in pri razvr$¢anju primerov v ¢akalne sezname. Porocanje o diagnozah raka je v Sloveniji
obvezno ze od leta 1950, zato je Register vir zanesljivih in visoko kakovostnih podatkov (2).

Za optimizacijo delovnega procesa smo izvedli prospektivno raziskavo, v kateri smo ocenili pravilnost

v . .V . . Ve . v v .
poroc¢anja anamnesti¢no podanih podatkov o diagnozah raka v druzinah in to¢nost porocane starosti
ob diagnozi. Namen raziskave je bil ovrednotenje dodane vrednosti preverjanja anamnesti¢no podanih
diagnoz rakavih bolezni v Registru raka pri klini¢ni obravnavi posameznikov, napotenih na genetsko
obravnavo v naso ambulanto.

V obdobju 2023-2024 smo izvedli analizo vseh zaporedno napotenih druzin ob sumu na prisotnost
sindroma dednega raka dojk in/ali jaj¢nikov (HBOC). Analizirali smo pravilnost podanih diagnoz
raka in starosti ob diagnozi za sorodnike v prvem in drugem kolenu za rake, ki jih povezujemo
s HBOC: rak dojk, jajénikov/jajcevodov/primarni peritonealni serozni karcinom, prostate in
trebusne slinavke. Raziskavo je odobrila komisija za obravnavo klini¢nih raziskav in eti¢na komisija

Onkoloskega instituta Ljubljana (Stevilka: ERIDNPVO-0077/223).

Med 825 posamezniki, ki so porocali pozitivno druzinsko anamnezo, je bilo 774 takih, ki so porocali
sorodnike z raki v prvem in drugem kolenu. Preostalih 51 je imelo v druzini samo sorodnike z
diagnozami s podro¢ja HBOC od tretjega kolena dalje.

V analiziranih 774 druzinah je bilo 1463 sorodnikov v prvem in drugem kolenu, ki so imeli vsaj eno
omenjeno diagnozo. Skupaj je bilo pri teh sorodnikih identificiranih 1562 diagnoz raka, povezanih s
HBOC. 68,2 % diagnoz je bilo poro¢anih pravilno, pri 10,0 % pa je bila poro¢ana napac¢na diagnoza.
7,6 % porocanih diagnoz ni bilo zabelezenih v Registru. Pri 5,2 % diagnoz (81 primerov) napoteni
rakavih bolezni v druzini niso porocali, so pa bile zabelezene v Registru. 9,0 % anamnesti¢no podanih
diagnoz ni bilo mogoée preveriti (sorodniki so se zdravili v tujini ali ni bilo zadostnih osebnih
podatkov o sorodnikih za preverjanje).

Diagnoze so bile natan¢neje porocane pri sorodnikih prvega kolena, in sicer so bile pravilne v 81,7 %,
medtem ko so bile poroc¢ane diagnoze za drugo koleno pravilne v 56,3 %. Tudi starost ob diagnozi so
napoteni bolj natan¢no navajali za sorodnike prvega kolena, in sicer je bila starost pravilna v 68,7 %,
medtem ko je bila za drugo koleno pravilna v 33,8 %.
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Pravilnost porocanja po vrsti raka za sorodnike v prvem kolenu je bila naslednja: rak dojk (99,1
%), rak prostate (94,9 %), rak trebusne slinavke (94,2 %) in rak jaj¢nikov (87,1 %). Za sorodnike v
drugem kolenu pa so bili rezultati pravilnosti poro¢anja po vrsti raka naslednji: rak dojk (97,5 %), rak
prostate (88,8 %), rak trebusne slinavke (70,8 %) in rak jaj¢nikov (67,8 %). V skupini 81 primerov,
kjer sorodniki niso vedeli za raka v druzini, je bilo rakov jajénikov 5 (6,2 %).

Na podlagi pridobljenih podatkov lahko zaklju¢imo, da so bile navedene diagnoze rakov, povezanih
s sindromom HBOGC, in starost ob diagnozi raka pri sorodnikih v velikem odstotku pravilne. Se
posebej to velja za sorodnike v prvem kolenu, kjer so sorodniki pri raku dojk, prostate in trebusne
slinavke pravilno porocali ve¢ kot 90 % diagnoz. Nekoliko slabse so porocali o diagnozi raka jajénikov,
¢e se je ta pojavljal v drugem kolenu, nekateri pa za to diagnozo, tudi ¢e je rak jajénikov bil v druzini,
niso vedeli oziroma je niso porocali. Ta podatek je v redni klini¢ni praksi zelo pomemben, saj je ze
ena diagnoza raka jajénikov pomembno merilo pri odlo¢anju za genetsko testiranje. Rezultati analize
bodo upostevani pri posodobitvi klini¢nih poti obravnave, kjer bi bilo najverjetneje smiselno uvesti
preverjanje druzinske anamneze samo za tiste diagnoze raka, za katere se je izkazalo, da je pravilnost
porocanja slabsa.

Literatura:

1. Onkoloski institut Ljubljana. Proces dela na Oddelku za onkolosko klini¢no genetiko: SOP —
587 — 5030 —. Interni dokument. Ljubljana: Onkoloski institut Ljubljana; 2025.

2. Zadnik V, et al. Cancer burden in Slovenia with the time trends analysis. Radiol Oncol.
2017;51(1):47-55.

123

p4



Povzetki

DINAMIKA CIRKULIRAJOCIH TUMORSKIH CELIC IN NJIHOVIH
SKUPKOV V PREDKLINICNIH MISJIH MODELIH METASTATSKEGA
RAKA DOJKE 4T1

Veronika Skrjanc'?, Simona Kranjc Brezar?, Maja Cemazar"*?, Bostjan Markelc**, Ziva
Pisljar'?, Cvetka Grasi¢ Kuhar'?, Simona Miceska'?, Veronika Kloboves Prevodnik’*%, Tanja
Jesenko'*

! Onkoloski institut Ljubljana, Ljubljana, Slovenija,

2 Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Ljubljana, Slovenija

3 Univerza na Primorskem, Fakulteta za vede o zdravju, Izola, Slovenija
* Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Ljubljana, Slovenija

3 Univerza v Mariboru, Medicinska fakulteta, Maribor, Slovenija

Elektronski naslov: vskrjanc@onko-i.si

Cirkulirajo¢e tumorske celice (CTC), ki se v krvnem obtoku pojavljajo kot posamezne celice ali
skupki, imajo klju¢no vlogo pri metastatskem razsejanju. Njihova dinamika v predklini¢nih modelih
pa ostaja pomanjkljivo raziskana. V raziskavi smo primerjali tri mi$je modele trojno negativnega
raka dojk 4T1: podkozni model in ortotopi¢ni model z injciranjem celic v mas¢obje mle¢ne Zleze
pri imunokompetentnih misih BALB/c ter ortotopi¢ni model z injiciranjem celic v mas¢obje mle¢ne
zleze pri imunodeficientnih golih misih. Cilj raziskave je bil vzpostaviti misje predklini¢ne modele
za preucevanje CTC iz vivo, ki omogoca njihovo izolacijo, karakterizacijo in gojenje ex vivo. CTC
smo s sistemom Parsortix® izolirali iz krvi, odvzete pri vnaprej dolo¢enih volumnih tumorja (50,
100, 200 in 300 mm?®), ter jih opredelili z morfolosko in imunofluorescen¢no (IF) analizo (Hoechst,
pancitokeratin, CD45, vimentin in N-kadherin). CTC smo v vsch modelih zaznali Ze v zgodnjih fazah
tumorske rasti, njihovo $tevilo pa je nara$¢alo z volumnom primarnega tumorja. IF analiza je v vsch
modelih pokazala prevlado CTC s hibridnim epitelijsko-mezenhimskim fenotipom. Homotipski in
heterotipski skupki CTC so bili prisotni v vseh fazah tumorske rasti, vendar njihovo $tevilo ni bilo
povezano z volumnom tumorja. Prav tako se z nara$¢anjem volumna tumorja ni spreminjala velikost
posameznih CTC in ne velikost skupkov CTC. Vsi trije modeli 4T1 so primerni za preuevanje
CTGC, pri ¢emer je ortotopi¢ni model pri golih misih zaradi ve¢jega izplena CTC posebej primeren za
njihovo gojenje ex vivo. Rezultati kazejo, da je tumorsko breme povezano predvsem s $tevilom CTC,
medtem ko njihove morfoloske in fenotipske znadilnosti ter pojavljanje v skupkih med tumorsko
rastjo 0stajajo razmeroma nespremenjeni.
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Mucosal melanoma is a rare and aggressive cancer subtype that arises from non-sun-exposed mucosal
surfaces and responds poorly to therapies effective in cutaneous melanoma (1). Dogs develop oral
mucosal melanoma (OMM) spontaneously and at a substantially higher frequency than humans,
making the canine model a uniquely accessible system for studying this disease (2). However, the
molecular landscape of canine OMM remains only partly characterized.

Protein-level characterization of canine tumors is constrained by the limited availability of validated
canine-reactive immunoreagents, so that immunohistochemical profiling of these targets is currently
unreliable. We therefore performed RT-qPCR profiling of four clinically relevant biomarkers — PD-
L1, EGFR, CEACAM], and CD30 — in a retrospective cohort of 32 canine OMM patients from a
Slovenian FFPE archive. The targets were selected to capture complementary dimensions of tumor
biology: immune evasion, proliferative signaling, co-inhibitory immune checkpoint regulation, and
tumor microenvironment composition, respectively.

The main observation was the degree of transcriptional heterogeneity across the cohort. No single
biomarker was uniformly expressed and unsupervised hierarchical clustering separated the samples
into four groups: a transcriptionally quiescent group with generic low expression of the four markers;
a group characterized by high EGFR and CEACAMI co-expression, suggesting active receptor
tyrosine kinase signaling; a group with elevated PD-L1 and CD30, indicative of an inflamed tumor
microenvironment potentially responsive to checkpoint immunotherapy; and an intermediate group
with moderate CEACAMI1 prominence. The co-clustering of EGFR and CEACAM1 was supported
by a positive correlation between the two transcripts that remained significant after correction for
multiple testing. This is consistent with their reported molecular interaction (3) and with the
association of CEACAMI1 upregulation with melanoma progression and reduced response to
immunotherapy (4). To our knowledge, this co-expression has not been reported previously in canine
melanoma.

CD30 showed the widest inter-tumor variability — consistent with its predominant expression
on infiltrating regulatory T cells (Tregs) rather than on tumor cells (5), reflecting differences in
immunosuppressive Treg content between individual tumors. This interpretation was further
supported by a unique longitudinal observation: a single patient biopsied 2.5 years apart showed a
marked shift from an EGFR-active to a CD30-high expression profile — which may reflect a change

in microenvironment composition over the course of disease.

Taken together, these findings argue against a single therapeutic target across canine OMM.
Checkpoint immunotherapy, EGFR-directed, and Treg-targeting strategies may instead benefit
distinct patient subgroups, highlighting the need for individual biomarker profiling. Whether
comparable heterogeneity exists in human mucosal melanoma remains to be established before these
tindings can inform human disease.
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Radioligandna terapija z ['""Lu]Lu-PSMA se vse pogosteje uporablja pri bolnikih z metastatskim,
na kastracijo odpornim rakom prostate (mnKORP) (1,). Po vsakem ciklu zdravljenja je priporoceno
postterapevtsko SPECT/CT (angl. single-photon emission computed tomography/computed
tomography) slikanje, ki lahko predstavlja kvantitativen slikovni biooznalevalec za ocenjevanje
odziva na zdravljenje. V raziskavi smo s kvantitativnim SPECT/CT po terapiji z ['"Lu]Lu-PSMA
proucevali povezavo med tarénim tumorskim volumnom (TTYV, angl. target tumor volume; volumen
PSMA-pozitivhega tumorskega tkiva), celotnim bremenom aktivnosti (TAB, angl. total activity
burden; produkt volumna lezije in privzema radiofarmaka) ter za prostato specifi¢nim antigenom
(PSA). Dodatno smo ocenili uporabnost TTV in TAB kot longitudinalnih slikovnih biooznadevalcev P47

v skupinah bolnikov z razli¢nim klini¢nim izidom.

V retrospektivno raziskavo je bilo vklju¢enih 14 bolnikov, zdravljenih z ["’Lu]Lu-PSMA med
julijem 2024 in februarjem 2026, pri katerih smo opravili serijska SPECT/CT slikanja in meritve
PSA. Sedem bolnikov je zakljudilo vseh Sest ciklov zdravljenja, sedem pa jih je zdravljenje zaradi
napredovanja bolezni pred¢asno prekinilo. Opravili smo tri analize: (1) analizo celotne skupine
bolnikov, (2) analizo bolnikov, ki so zaklju¢ili vseh Sest ciklov zdravljenja, in (3) analizo bolnikov, ki
so zdravljenje pred¢asno prekinili. TTV (cm?®) in TAB (SUVbw-cm®) smo dolo¢ili s kvantitativnim
SPECT/CT slikanjem. Za oceno povezanosti slikovnih parametrov s PSA pri posameznem bolniku
skozi ¢as smo uporabili korelacijo ponovljenih meritev (rmcorr, angl. repeated measures correlation).
Zaradi asimetri¢ne porazdelitve podatkov smo uporabili logaritemsko transformacijo.

V celotni skupini bolnikov je TAB pokazal mo¢no korelacijo s PSA (r-rm = 0,79; p < 0,001), medtem
ko je bila korelacija med TTV in PSA $ibka (r-rm = 0,32; p = 0,04). Pri bolnikih, ki so zaklju¢ili
vseh Sest ciklov zdravljenja, je TAB ostal mo¢no povezan s PSA (r-rm = 0,73; p < 0,001), medtem ko
korelacija med TTV in PSA ni dosegla statisti¢ne znacilnosti (r-rm = 0,28; p = 0,07). Pri bolnikih, ki
so zdravljenje pred¢asno prekinili, je TAB ponovno pokazal mo¢no korelacijo s PSA (r-rm = 0,76; p
< 0,001), medtem ko povezava med TTV in PSA ni bila statisti¢no znadilna (r-rm = 0,19; p = 0,18).

TAB, dolo¢en s ['"""Lu]Lu-PSMA SPECT/CT, kaze mo¢no in dosledno longitudinalno korelacijo
s PSA v vseh podskupinah bolnikov ter se je izkazal kot zanesljivejsi slikovni biooznacevalec v
primerjavi s TTV. Rezultati kazejo, da bi TAB lahko predstavljal robusten slikovni biooznacevalec za
spremljanje odziva na zdravljenje in napredovanja bolezni. Zaradi relativno majhnega stevila bolnikov
in retrospektivne zasnove raziskave je treba rezultate interpretirati previdno, za potrditev prikazanih
ugotovitev pa so potrebne nadaljnje raziskave.
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Persistent infection with high-risk human papillomavirus (htHPV) is the primary driver of cervical
intraepithelial neoplasia and cervical cancer. DNA methylation testing using the commercially
available QIAsure Methylation Test has emerged as a promising objective molecular approach for the
triage of hrHPV-positive women at increased risk of clinically significant cervical disease. However,
bisulfite conversion of DNA, a critical pre-analytical step, may affect assay validity, particularly when
archived cervical DNA samples with limited DNA input are used. This pilot study compared two
commercially available bisulfite conversion workflows for methylation testing of archived cervical

DNA.

Archived DNA samples from 192 hrHPV-positive women participating in the Slovenian National
Cervical Cancer Screening Programme (ZORA) were analysed. Cervical samples were originally
collected in digene Specimen Transport Medium (STM), followed by DNA extraction using the
Seeprep32 automated nucleic acid extraction system (Seegene, Seoul, Republic of Korea). Extracted
DNA was stored for approximately two years prior to methylation analysis. Each DNA sample
underwent parallel bisulfite conversion using the EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN) and the EZ
DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo Research). The EpiTect workflow used a 96-well plate-based
cleanup format, whereas the EZ DNA Methylation-Lightning workflow required individual spin
columns. DNA methylation was assessed using the QIAsure FAM19A4/hsa-miR124-2 Methylation
Test, with an ACTB Ct value <26.4 considered valid. Statistical analyses included McNemar’s test,
the Wilcoxon signed-rank test, Bland—Altman analysis, and concordance analysis. The median DNA
concentration was 7.24 ng/uL (IQR: 12 ng/pL; range: 0.11-113.0 ng/uL). The recommended
DNA input of 2200 ng for bisulfite conversion was available for 71/192 (37.0%) samples, whereas
121/192 (63.0%) samples had <200 ng of DNA available. Valid QIAsure methylation test results
were obtained for 47.9% of samples following EpiTect conversion compared with 92.7% following
EZ DNA Methylation-Lightning conversion (p < 0.001). ACTB Ct values were significantly lower
following EZ DNA Methylation-Lightning conversion than following EpiTect conversion (median
24.03 vs. 26.47, respectively; p < 0.001), with most invalid EpiTect results exceeding the ACTB Ct
validity cutoff. Among samples yielding valid QIAsure methylation test results with both conversion
methods, methylation classification (positive vs. negative) was concordant in 90.9% of cases.

The bisulfite conversion workflow substantially influenced the analytical validity of QIAsure
methylation testing using archived cervical DNA. EZ DNA Methylation-Lightning resulted in
substantially higher assay validity than EpiTect Fast 96, particularly in samples with limited DNA
input. These findings may inform the selection of bisulfite conversion methods in laboratories
working with similarly archived cervical DNA specimens.
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Razvoj cepiv mRNA med pandemijo COVID-19 je znova spodbudil zanimanje za tehnologijo
mRNA. V onkologiji je trenutno v raziskavah ve¢ strategij, vkljuéno z modulacijo tumorskega
mikrookolja, zaviranjem imunskih kontrolnih tock, ciljanjem tumorskih genetskih sprememb ter
pripravo spremenjenih (imunskih) celic za celi¢ne terapije. Ker ne-pomnozujo¢e mRNA povzroéajo le
prehodno izrazanje proteinov, je za doseganje terapevtskega u¢inka potrebno ponavljajo¢e odmerjanje,
kar predstavlja pomemben izziv za kliniéno uporabo. Poleg tega zahteva uspesna dostava mRNA
ucinkovit dostavni sistem. Trenutno se najpogosteje uporabljajo lipidni nanodelci, katerih izbira,
priprava in uporaba so kompleksni. Eden od pristopov za obhod teh omejitev je genski elektroprenos
pomnozujo¢ih mRNA. Cilj projekta je bil raziskati genski elektroprenos (GET) trans-pomnozujocega
sistema mRNA (1) (taRNA) kot platformo za gensko terapijo raka.

Po meri smo oblikovali obe komponenti sistema taRNA, nepomnozujo¢o mRNA za replikazo iz
virusa Semliki Forest (nfRNA-REPL) in trans-pomnozujo¢i transreplikon z zapisom za luciferazo
(rRNA-LUC2). Neprevedeno ogrodje (3' in 5' UTR) smo pri trRNA oblikovali tako, da je
univerzalno in ga lahko uporabimo v kombinaciji s katerimkoli transgenom, poleg tega pa zagotavlja
specifi¢nost in varnost pomnozevanja. GET golih komponent sistema taRNA smo raziskali iz vive
na modelu misjega melanoma B16-F10 z intravitalnim slikanjem bioluminiscence po transfekciji
tumorjev  (U34401-3/2022/17). Preverjali smo ucinkovitost transfekcije in pomnoZzevanja
trRNA-LUC2 ter kinetiko bioluminscentnega signala po intratumorski dostavi $irokega
koncentracijskega razpona komponent taRNA (70 ng — 20 pg) ob uporabi petih razli¢nih protokolov
elektroporacije: (EP1) 1300 V/cm, 1 Hz, 100 ps, 4+4 pulzov; EP2) 1300 V/cm, 5 kHz, 100 ps, 4+4
pulzov; EP3) 600 V/cm, 1 Hz, 5 ms, 4+4 pulzov; EP4) 120 V/cm, 1 Hz, 20 ms, 2 pulza; EPS) HV
(4+4 pulzov): 1300 V/cm, 100 ps, 1 Hz, LV: 8 pulzov, 140 V/cm, 50 ms, 2 Hz). Preverili smo tudi,
kako intratumorsko injiciranje hialuronidaze pred GET vpliva na transfekcijo tumorjev.

Pokazali smo, da intratumorski elektroprenos omogoca udinkovito dostavo golih mRNA (erRNA-
LUC2) v tumorje. U¢inkovitost transfekcije je bila odvisna tako od odmerka posameznih komponent
sistema kot tudi od protokola elektroporacije, med katerimi sta se kot najucinkovitejsa izkazala EP3
po predhodnem injiciranju hialuronidaze in EPS. Znadilno pomnozevanje smo opazili predvsem
pri nizkih (nekaj 10 ng) odmerkih trRNA-LUC2, medtem ko so vi$ji odmerki zakrili u¢inek
pomnozevanja. Odmerka 10 pg in 20 ug nrRNA-REPL sta vodila do primerljive transfekcije, kar
najverjetneje nakazuje na zasiCenje oziroma omejitve dostave ntrRNA-REPL. Ob dostavi taRNA-
LUC2 smo dosegli 108.6-kratno povecanje mediane povrsine pod bioluminescentno krivuljo v
primerjavi z GET samega trRNA-LUC2. V skupini s taRNA-LUC2 je bil bioluminiscentni signal
prisoten $e 120 h po GET. Bioluminscentni signal je bil v vseh ¢asovnih to¢kah omejen na podroéje
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tumorja. Trenutno izvajamo Studije, ki bodo bolj natan¢no opisale biodistribucijo komponent sistema
taRINA in varnost ter sistemsko toksi¢nost.

Razvili smo platformo taRNA, ki izkori$¢a intratumorski elektroprenos za dostavo golih mRNA
v tumorje in z uporabo elektroporacije kot dostavnega sistema zaobsli izzive ob uporabi lipidnih
nanodelcev. S socasno dostavo obeh komponent sistema taRNA smo povisali in podaljsali izrazanje
transgenov v primerjavi z nepomnozujo¢imi mRNA. Platforma predstavlja alternativo GET
plazmidne DNA s potencialnimi prednostmi tako na podroéju varnosti kot terapevtske u¢inkovitosti.
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Okuzba limfocitov z virusom Epstein-Barr (EBV) lahko predstavlja tveganje za razvoj limfoma,
kar lahko kasneje vpliva na razvoj in napredovanje bolezni ter potek zdravljenja. V rutinski praksi
prisotnost EBV dokazujemo na tumorskem tkivu z iz situ hibridizacijo (ISH) za EBER (angl. Epstein-
Barr encoded RNA), pri kateri zaznamo majhne, ne-kodirajo¢e RNA molekule, mo¢no izrazene v
jedrih EBV-okuzenih tumorskih celicah. Doloc¢anje prisotnosti EBV na citoloskih vzorcih predstavlja
velik izziv, predvsem zaradi omejene koli¢ine vzorca, postopka fiksacije in barvanja, kar lahko vpliva na
zanesljivost samega rezultata. Posledi¢no za detekcijo EBV v citoloskih vzorcih potrebujemo metodo s
katero bomo zanesljivo dolo¢ili prisotnost virusa v tumorskih celicah tudi takrat, ko je koli¢ina vzorca
zelo majhna.

Cilj te raziskave je bil oceniti, ali z molekularnim PCR testom zanesljivo dokazemo prisotnost EBV
v citoloskih vzorcih v primerjavi z rezultati EBER ISH na tumorskem tkivu, kar bi v prihodnosti
omogodilo hitrej$o identifikacijo okuzbe z virusom v vzorcih, ki jih pridobimo z manj invazivnimi
metodami, kot je npr. aspiracijska biopsija s tanko iglo.

V raziskavo smo vkljudili vzorce povecanih bezgavk, pridobljenih s kirursko ekscizijo pri bolnikih s
sumom na limfom, ki so bili med oktobrom 2025 in avgustom 2026 sprejeti na Onkoloskem institutu
Ljubljana. Vsak vzorec bezgavke je bil razdeljen na dva dela: eden za histopatolosko diagnostiko in
drugi za citopatolosko preiskavo s preto¢no citometrijo (PC). Vzorec bezgavke namenjen za PC smo
najprej zmleli z disociatorjem GentleMACS (Miltenyi Biotec, Nemdija), da smo ga dobili v tekoéinski
obliki (citoloski vzorec) in izvedli PC analizo v sklopu rutinske citoloske preiskave; preostali material
pa smo zamrznili za kasnejSo molekularno analizo. Iz zamrznjenega preostanka citoloskega vzorca,
smo najprej izolirali DNA z avtomatiziranim izolatorjem SeePrep32 in izolacijskim setom Starmag 96
ProPREP (Seegene, Juzna Koreja). Detekceijo EBV smo izvedli z multipleks RT-PCR testom Allplex
Meningitis-V1 (Seegene, Juzna Koreja) na termociklerju CFX96 (Bio-Rad, ZDA). DNA, pridobljena
iz EBV-pozitivne limfomske celi¢ne linije Raji (ATCC, ZDA) je sluzila kot pozitivna kontrola.
Interpretacijo rezultatov testa (pozitiven vs negativen) smo dolo¢ili na podlagi vrednosti praga cikla
(angl. cycle treshhold; Ct) testa PCR; mejno vrednost Ct za pozitiven ali negativen rezultat testa smo
opredelili na podlagi rezultatov ISH EBER, ki smo jih uporabili kot referen¢ni standard.

Za $tudijo smo zbrali skupno 127 ostankov citoloskih vzorcev, od katerih jih je 56 imelo ustrezne
rezultate EBER ISH in smo zato le te vklju¢ili v analizo. Mediana starosti bolnikov je bila 63 let
(razpon 14-86 let); 32/56 (57,1 %) je bilo mogkih in 24/56 (42,9 %) Zensk. Mediana koncentracije
izolirane DNA je bila 10,2 ng/pL (razpon 0,5-116,0 ng/uL). Na podlagi referenénih rezultatov
ISH EBER smo 13/56 (23,2 %) primerov interpretirali kot EBV-pozitivne, mediana vrednosti Ct
teh primerov je bila 32,61 (razpon 28,4- 36,9); pri preostalih 43/56 (76,8 %) primerih, ki smo jih
interpretirali kot EBV-negativne, smo opazili, da je od teh 25/43 primerov brez amplifikacije oz.
vrednosti Ct, medtem ko je 18/43 pokazalo precej pozno amplifikacijo z mediano vrednosti Ct 38,9
(razpon 35,3-41,8). Vrednosti Ct PCR testa v razponu 35 Ct - 37 Ct nakazujejo sivo cono za natan¢no
opredelitev rezultata testa. Vrednost Ct pozitivne kontrole Raji je bila 25,5.
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Za potencialno uporabo molekularnega PCR testa v laboratorijski diagnostiki za dolo¢anje prisotnosti
EBV na limfomskih vzorcih je nujno potrebno natan¢no opredeliti mejno vrednost Ct PCR testa
za zanesljivo interpretacijo konénega rezultata. Za razumevanje obmodja sive cone vrednosti Ct
med pozitivnim in negativnim molekularnim PCR testom, je potrebno v analizo vkljuciti ¢im vedjo
kohorto vzorcev in ugotoviti razlog za nespecifi¢ne amplifikacije pri negativnih vzorcih.
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Klini¢ni uspeh cepiv proti Covid-19 na osnovi tehnologije mRNA, visoka u¢inkovitost transfekcije in
odsotnost insercijske mutageneze so pospesile razvoj molekul mRNA kot vektorjev za gensko terapijo
raka. Kljub $tevilnim prednostim pa ostaja klju¢na omejitev njihova nestabilnost in s tem povezano
kratkotrajno izrazanje transgena, ki ustvarja potrebo po veckratnem odmerjanju in omejuje prehod v
klini¢no prakso.

Z namenom podaljfati izrazanje transgena smo raziskali potencial genskega elektroprenosa (GET) P51
sistema golih, trans-pomnozujo¢ih molekul mRNA (taRNA) na celicah misjega melanoma B16-F10.
Sistem sestavlja konstrukt z zapisom za alfavirusno replikazo iz genoma Semliki Forest Virusa
(ntRNA.REPL), ki pomnozuje transreplikon z zapisom za zeleni fluorescentni protein (trRNA-
¢GFP) ali encim luciferaza (trRNA-LUC2). Neprevedene regije trtRNA smo prilagodili tako, da
vsebujejo prepoznavna zaporedja za replikazo in hkrati ohranjajo njihove nespremenjene sekundarne
strukture, neodvisno od vstavljenega kodirajotega zaporedja transgena. U¢inkovitost transfekcije in
pomnozevanja GET golih komponent sistema taRNA z nemodificiranimi nukleozidi smo dolo¢ali s
preto¢no citometrijo, kontinuiranim slikanjem Zivih celic s fluorescentnim mikroskopom in metodo
digitalnega kaplji¢nega PCR (ddPCR), viabilnost celic pa s testom redukcije resazurina Presto Blue °
72 h po izvedenem GET.

Primerjali smo uporabo petih protokolov elektroporacije (EP) za dostavo taRNA-eGFP: (EP1)
1300 V/cm, 1 Hz, 100 ps, 4+4 pulzov; EP2) 1300 V/cm, 5 kHz, 100 ps, 4+4 pulzov; EP3) 600 V/cm,
1 Hz, 5 ms, 4+4 pulzov; EP4) 120 V/cm, 1 Hz, 20 ms, 2 pulza); EPS) HV (4+4 pulzov): 1300 V/cm,
100 ps, 1 Hz, LV: 8 pulzov, 140 V/cm, 50 ms, 2Hz), med katerimi se je kot naju¢inkovitejsi izkazal
EP3. Ta je vodil v najvi$je vrednosti ocene celokupne koli¢ine GFP (izracunana kot produkt med
mediano intenzitete fluorescence in delezem GFP+ celic). K tej vrednosti najve¢ doprinese populacija
visoko pozitivnih GFP celic (angl. highly positive GFP, hGFP), ki je odsotna po GET samega
trRNA-eGFP. EP3 smo primerjali z lipofekcijo taRNA, kjer je bila populacija hGFP+ $tevil¢nejsa
po uporabi EP3. S kontinuiranim spremljanjem kinetike fluorescence smo dolo¢ili, da je hGFP
populacija nosilka povi$anega in podalj$anega izrazanja transgena v skupini taRNA-eGFP, z zaznavno
fluorescenco $e 144 h po GET. Ob uporabi EP3 smo dolo¢ili, da naras¢ujoca koli¢ina ntrRNA-REPL
vodi v u¢inkovitej$e trans-pomnozevanje in v znizanje viabilnosti celic, kjer nismo zaznali razlik med
uporabo najvisjih dveh odmerkov (4 pgin 8 pg). Na ravni molekul mRNA smo pokazali pomnoZevanje
transreplikona v skupini taRNA-eGFP v primerjavi s skupino trRNA-eGFP ze 6 h po GET. Najvi§ja,
kar 384-kratna mediana razlike v normaliziranem $tevilu kopij med skupinama, je bila prisotna 24 h
po GET. PomnozZevanje treh konstruktov z zapisom za GFP je bilo uspe$no samo ob uporabi opisanih
neprevedenih regij, saj populacije hGFP+ celic nismo zaznali pri konstruktih, kjer so bila prepoznavna
zaporedja za replikazo odsotna, s ¢imer dokazujemo specifi¢nost replikacije v sistemu taRNA. Ob
socasni dostavi trRNA-eGFP in trRNA-LUC2 smo potrdili tako povi$ano intenziteto luminiscence
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kot tudi prisotnost hGFP+ populacije. S tem smo potrdili univerzalnost na¢rtovanih neprevedenih
regij za pomnozevanje transreplikonov z razli¢nimi kodirajo¢imi zaporedji in hkrati nakazali na
primernost platforme za so¢asno uporabo kombinacije ve¢ transreplikonov.

Opisana raziskava je kot prva vzpostavila GET sistema golih taRNA na celicah B16-F10 in dokazala
univerzalno, a specificno pomnozevanje in podaljSanje izrazanja transgena. S spoznavanjem
zakonitosti trans-pomnozevanja postavlja ustrezne temelje za vzpostavitev intratumorske dostave
sistema taRINA 77 vivo in potencialno terapevtsko uporabo.

134



Povzetki

CLINICAL CANCER REGISTRIES FOR REAL-WORLD EVIDENCE:
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Population-based cancer registries (PBCRs) systematically collect information on cancer occurrence
and outcomes in defined populations and provide an established infrastructure for cancer surveillance
and cancer control. Clinical cancer registries extend this framework by collecting more detailed,
usually disease-specific information on diagnostic procedures, tumour characteristics, treatment,
follow-up and outcomes. By linking population-based registration with routine clinical practice,
they provide a valuable source of real-world data (RWD) for evaluating quality of care, adherence to
clinical practice guidelines, treatment patterns and outcomes, as well as for clinical research.

Cancer registration is well established across Europe, although registries differ in population
coverage, timeliness, digital infrastructure and capacity for data linkage. The recent CancerWatch
survey confirmed broad population-based cancer registration across Europe but also demonstrated
heterogeneity in interoperability and readiness to generate integrated RWD. The Slovenian Cancer
Registry, established in 1950, combines population-based registration with clinical registries for
melanoma, lung, breast, colorectal and prostate cancer, as well as childhood cancer. Clinical registries
collect additional information on diagnosis, treatment and quality-of-care indicators. Their data are
used within the Slovenian National Cancer Control Plan to monitor adherence to clinical guidelines,
compare quality indicators and identify deviations that may require measures at the level of the
healthcare system, institutions or individual providers.

The same data can support several stages of clinical research and clinical trials. Before a trial starts,
registry data can be used to estimate the number of potentially eligible patients, assess the effects of
inclusion and exclusion criteria, estimate recruitment potential by centre, region, diagnosis, stage
or biomarker, and provide expected event rates, survival and follow-up times. Registry analyses can
identify prognostic and predictive factors, clinically relevant patient subgroups and associations
between patient, tumour and treatment characteristics and outcomes, thereby generating hypotheses
for prospective studies.

During recruitment, clinical registries can support identification and pre-screening of potentially
eligible patients and facilitate referral to recruiting centres. Comparison with the underlying registry
population also provides a means of assessing the representativeness of trial participants. For single-
arm and other selected studies, registry data can be used to identify comparable real-world patients
and construct matched or weighted external comparator cohorts or synthetic control arms.

Registries are also suited to extending follow-up beyond the active trial period. Routinely collected
information can provide long-term survival and, where available, data on recurrence, progression,
subsequent cancers and late treatment outcomes, while reducing additional trial-specific data
collection. A further step is the registry-based randomised clinical trial, in which registry infrastructure
supports patient identification and enrolment, randomisation is embedded within the registry, and
routinely collected data are used for baseline characteristics, outcomes and long-term follow-up.

The Slovenian Cancer Registry has already used data from its clinical registries in real-world studies
across several tumour sites. These experiences illustrate the transition from cancer registration as a
surveillance system towards an infrastructure that connects quality-of-care monitoring, observational
research and clinical trials.

135

pS52



136



INDEKS AVTORJEV

137



INDEKS AVTORJEV

A Gasljevi¢ G 71,72,90, 114

Ahadi¢ M 65 Gehl] 118

' Geltar A 78
Albreht Tit 65 Germsek T 105, 108, 109

B Gimbert M 98

Balihodzic A 120 Gole.B 67

Banoviek N 60 GOIZIO- M 98

Bellard E 98 Gorenjak M 67

Bertino G 118 Goricar K 103

Blagotinsek Cokan K 116 Grasi¢ Kuhar C 82,105, 124
Blatnik A 93,110, 122 Grievco.MP 118

Boltezar L 72,90, 114 GrOfelj. A 46,118

Bomba¢ A 110 Groselj B 65

Bosnjak M 92 H

Habi¢ A 76, 85,92
Hackmann T 79
Hauptman N 116

Breznik Vittori B 60, 76, 85, 92
Bucek S 131

C Horvat N 80
Coer A 101 Hotujec S 93,122
Cvetanoska M 63 Hribernik A 65

o Hribernik N 117
C

= I
Carman ] 65 .
Celesnik H 67 Igli¢ A 114
Cemazar M 46,62, 63, 82, 83, 84, 87,97, 98, 99, 100, Ivanu$ U 65, 128

101, 105,113,117, 118, 120, 124, 125, 129, 133 J

Cesarek Z 80 Jamick C 46

D Janzid U 78

Dejanovi¢ K 104 Japelj N 80

de Marco A 125 Jazbec] 25

Dengler M 120 JeralaM 92

De Terlizzi F 118 Jeran M ?0

de Wreede LC 79 Jerman Tine 65

Dezman R 65 Jesenko T 82,98, 100, 101, 105, 113, 120, 124

Dienstmann R 69 Jezernik G 67

Dol?anV 103 Jurdana M 83, 84, 97

DoniaM 79 Jurjevi¢ V 60, 85

DoraP 71,72,90,114 K

E Kameniek U 62, 63,87, 99, 129

Ebert MoltaraM 18 Kapite.ijn E 79

Ercegovi¢ Rot Peternelj A 74 Kastelic Z 122

ErzarE 72 Katrin Galun S 76,92
Kav¢ic M 25

F Kek T 95

Florjan¢i¢ M 65 Kiley C 89

Fonovi¢ M 119 Kis E 11?

Fon Tacer K 60, 85 Kladnik S 76,92

G Klan¢ar G 110

138



INDEKS AVTORJEV

Kloboves Prevodnik V 71,72, 82, 90, 105, 107, 108, 109,

124,128, 131
Knez] 35
Knez L 80
Kokalj Kokot M 65
Kokelj M 71,72, 90
Kolari¢ M 74,119
Kolenc Milavec T 76, 85, 92
Korelec Z 65
Kos Dolenc S 87
Kos] 108,109, 128
Kos M 80
KozlicaK 117
Kraje M 93,110, 122
Krajec M 95
Kramberger K 97
Kranjc Brezar S 46, 82, 83,98, 113, 124
Kranjc T 105
Kropivsek Brumat K 125
Krusi¢c M 67
Kuhar A 107
Kupéi¢ § 99,117
Kus P 54

L

Lampreht Tratar U 87,99, 100, 125, 129
Lanisnik Rizner T 67

Ledinek Stosir Z 107, 109

Lenart K 65

Lisec B 101

Lozar T 65

M

Majc B 76,92

Marindéi¢c M 103

Marinko T 103

Markelc B 82,98, 101, 113, 120, 124, 133
Marolt Musi¢ M 65

MascheriniM 118

Matjan StefinP 119

Matjasic A 92

Matos E 104

Maver U 67

Medved A 83,97,117

Miceska M 124

Miceska S 82, 105, 107, 108, 109, 128, 131
Miklus M 35

Miladi¢ S¢anéar R 117

Milavec M 41

MinutiM 118

Mohor¢i¢ K 78

Mrak L 78

N

Nassabi H 118

Nastran M 80
Novak M 60, 76, 85,92
Novakovi¢ A 110

Q)

Oder B 111

Omerzel M 46,98,101,113,118,120
Opali¢I 93,110

Osredkar ] 65

Ov¢aricek T 104

P

Pe¢an LI 30

Peri¢ B 79

Pinter E 76

Pisljar Z 82,113, 120, 124
Por¢nik A 76, 92
Poto¢nik U 67

Prelog T 25

Prestor B 76, 92

Prijatelj A 114

Prosenc Zmrzljak U 116
Pukl Miha 65

R

Radelj Pepevnik E 65
Rajh M 109
Ramanovi¢ M 50
Rankovi¢ B 116
Rebersek M 117

Rep S 127

Rezun N 104
RivaG 118

Rols MP 98
Rozanc] 67

S

Saboli¢I 116

Salobir N 25

Sersa G 63, 83,87,101, 113,118, 120, 129, 133
Sever T 119

Simoni¢ B 127

Sinozi¢ T 119

Skoblar Vidmar M 76,92
Smrkolj T 65

Snoj L 113,120

Sobo¢an M 67

SolanoJ 85

Stegel V 71,93, 95, 110
Steyerberg E 79

139



INDEKS AVTORJEV

Stojanov B 93, 110, 122 Z
gtrOJmIl;/IKf;, 93,110, 122 Zagar T 12
ovane Zisek P 76,92
S Znidar K 100
Sauer S 104

S¢anéar] 117
SenicaK 127

Seruga B 65

Setrajéié Dragos V 110
Sﬁligoj Planjsek D 127
Skerl P 110

SkofE 95

Skrjanc V 82,100, 124
Strancar U 125

Strbac M 117

Strok A 127

Svajger U 62

T

Taka¢ I 35,67

Tavéar G 30

Tavéar Kunsti¢ T 108, 109, 128
Tomac Terzan E 107
Tozandehjani S 85

Turk B 74,119

Tzankov A 72,90

U

Urh K 76
Ursi¢ Valentinuzzi K 87,117,129, 133

A\

Velenik V 50

Vodenik J 30

Volavsek M 65, 114

Volk A 131

Vreve Zlajpah J 100, 129, 133

\4
Wouters MWJM 79

Z

Zadnik V 122,135
Zagozen A 110
Zavil N 122

Zobec Logar HB 54
Zupan A 92

140



SPONZORJI

141



SPONZORJI

142

@@é’ AstraZenecaC?

AstraZeneca Onkologija

KORAK NAPREJ

pri zdravljenju onkoloskih bolnikov

Nasa ambicija je zagotoviti
zdravila za vse oblike

raka. Sledimo znanosti,

da bi razumeli vso
kompleksnost raka
ter odkrili, razvili in
proizvedli zdravila,
ki lahko spremenijo
zivljenja ljudi
po svetu.

Dodatne informacije so na voljo pri druzbi:
AstraZeneca UK Limited, Podruznica v Sloveniji,
Verovskova 55, 1000 Ljubljana, tel.: 01/51 35 600

Datum priprave informacije: maj 2023
SI-3080
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LILLY - ZIVETI BOLJE

Ljudje smo od nekdaj vedozeljni, polni upanja in vztrajnosti. Odkritja so nas namen na tem planetu.
0d same ustanovitve druzbe Lilly je jasno nase poslanstvo in cilj. Po vec kot stoletju, skoraj 100 zdravilih in
nestetih novostih, nadaljujemo z iskanjem naslednjega velikega odkritja, ki bo izboljSalo zivljenja ljudem po svetu.

Eli Lilly farmacevtska druzba, d.o.0., Dunajska cesta 167, 1000 Ljubljana
telefon 01/580 0010

PP-LILLY-SI-0092, 19.2.2025
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Odkrivamo za prihodnost.

Pri svojem delu se posve¢amo zdravstvenim tezavam, ki danes predstavljajo
najvedje izzive znanosti - kot so rakava obolenja, nalezljive bolezni in

virusne okuzbe, protimikrobna odpornost, kot tudi sladkorna bolezen ter
kardiometaboli¢na obolenja. Aktivno vlagamo v raziskave in razvoj, zaradi ¢esar
se uvrs¢amo med vodilne razvojno-raziskovalne druzbe na svetu.

Odkrivamo za bolj zdravo prihodnost.

Merck Sharp & Dohme d.o0.0., Ameriska ulica 2, 1000 Ljubljana.
Pripravljeno v Sloveniji, 08/2025. Vse pravice pridrzane. SI-NON-00725
Copyright ©2025 Merck & Co., Inc., Rahway, NJ, USA and its affiliates. All rights reserved.
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Mi smo Roche.

Bolj zdrava prihodnost.
Nase vodilo priinovacijah.

' . |A\ . YEARS ROCHE
SLOVENIJA

‘ A healthier future,
it’s what drives us to innovate.
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ROCHE
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- ELAHERE

v mirvetuksimab soravt
5 mg/ml koncentrat za raztopino za infundiranje

VZDRZLIJIVA

PRIPRAVLJEN
TUKAJ IN ZDA.

Zdravilo ELAHERE v obliki monoterapije je indicirano za
zdravljenje odraslih bolnic z visokostopenjskim seroznim
epitelijskim rakom jajénikov, jajcevodov ali primarnim
peritonealnim karcinomom, rezistentnim na platino, s
pozitivnim folatnim receptorjem alfa (FRa), ki so prejele
eno do tri predhodne sistemske sheme zdravljenja.'

ELAHERE-prvi in edini konjugat protitelesa in zdravila
(ADC-antibody-drug conjugate), usmerjen prot FRa
(folatni receptor alfa).!

SKRAJSAN POVZETEK GLAVNIH ZNACILNOSTI ZDRAVILA
ELAHERE 5 mg/ml koncentrat za raztopino za infundiranje

¥ Za to zdravilo se izvaja dodatno spremljanje varnosti. Tako bodo hitreje na voljo nove informacije o njegovi varnosti. Zdravstvene delavce naproSamo, da porocajo o katerem koli domnevnem nezelenem ucinku
zdravila. Sestava: 1 ml koncentrata za raztopino za infundiranje vsebuje 5 mg mirvetuksimab soravtanzina. Ena viala vsebuje 100 mg mirvetuksimab soravtanzina v 20 ml. Mirvetuksimab soravtanzin je konjugat
protitelesa in zdravila (ADC - antibody-drug conjugate), usmerjen proti FRa (folatni receptor alfa). ADC je sestavljen iz anti-FRa monoklonskega protitelesa podtipa IgG1, izdelanega z rekombinantno tehnologijo
DNK v celicah ovarija kitajskega hrcka in pripetega s cepljivim veznikom (linker) (butanojska kislina, 4-(2-piridinilditio)-2-sulfo-1-(2,5-diokso-1-pirolidinil) ester) na majtanzinoid DM4, ki je antitubulinsko sredstvo.
Mirvetuksimab soravtanzin vsebuje povprecno 3,4 molekule DM4, vezane na anti-FRa protitelo. PomoZne snovi z znanim u€inkom: To zdravilo vsebuje 2,11 mg polisorbata 20 v eni viali. Terapevtske indikacije: V
obliki monoterapije za zdravljenje odraslih bolnic z visokostopenjskim seroznim epitelijskim rakom ]ajCHIKOV jajcevodov ali primarnim peritonealnim karcinomom, rezistentnim na platino, s pozitivnim folatnim
receptorjem alfa (FRa), ki so prejele eno do tri predhodne sistemske sheme zdravljenja. 0dmerjanje in naéin  uporabe: Zdravilo ELAHERE mora uvesti in nadzirati zdravnik, ki ima izkuSnje z uporabo zdravil proti
raku. Izbira bolnic: Primerne bolnice morajo imeti pozitiven FRa tumor opredeljen kot zmerng (2+) in/ali mo€no (3+) obarvanje celigne membrane z imunohistokemijo (IHC - immunohistochemistry) na 2 75 %
tumorskih celicah, ocenjeno z in vitro diagnostiko (IVD) z oznako CE in z ustreznim namenom. Ce IVD z oznako CE ni na voljo, je treba uporabiti alternativni validirani test. Odmerjanje: Priporogeni odmerek zdravila
ELAHERE je 6 mg/kg prilagojene idealne telesne mase (AIBW - adjusted ideal body weight), ki se daje enkrat na 3 tedne (21dnevni cikel) v obliki intravenske infuzije do napredovanja bolezni ali nesprejemljive
toksi¢nosti. 0dmerjanje na podlagi AIBW zmanjsa variabilnost izpostavljenosti bolnic, katerih telesna masa je bodisi premajhna ali prevelika. Premedikacija: Za podrobne opise navedenih poglavij glejte Povzetek
glavnih zdravila. ¢ za reakcije, povezane z infuzijo, slabostjo in bruhanjem. ¢ Ocesni pregled in premedikacija. Spremembe odmerka: Pred zacetkom vsakega cikla zdravljenja je treba
bolnici svetovati, naj lece¢ 1 zdravniku ali L i 0sebi poroca o vseh novih simptomih ali poslabsanju obsto]eclh Pri bolnicah, pri katerih se razvijejo novi oesni simptomi ali se poslabSajo obstojeci, je
treba pred odmerjanjem opravltl ocesni pregled. Lececi zdravnik mora pred odmerjanjem pregledatl porocilo o oéesnem pregledu bolnice in dolo¢iti odmerek zdravila ELAHERE na podlagi stopnje izrazenosti
simptomov in znakov v tistem ocesu, ki je od obeh bolj prizadeto. Za podrobnosti glede odmerkov in spr  odmerkov zaradi nezelenih uéinkov glejte navedeno poglavje v Povzetku
glavnih znacilnosti zdravila. Posebne populacije: Pediatri¢na populacija: Zdravilo ELAHERE ni namenjeno za zdravljenj i raka jajénikov, j: v ali primarnega peritonealnega karcinoma pri
pediatricni populaciji. Starejse bolnice: Pri bolnicah, starih > 65 let, prilagajanje odmerka zdravila ELAHERE ni potrebno. Okvara ledvic: Za bolnice z blago do zmerno okvaro ledvic (o&istek kreatinina [CLer] 30 do
<90 ml/min) prilagajanje odmerka zdravila ELAHERE ni potrebno. Pri bolnicah s hudo okvaro ledvic (CLcr 15 do < 30 ml/min) ali konéno ledviéno odpovedjo zdravila ELAHERE niso uporabljali, zato morebitne potrebe
za prilagoditev odmerka pri teh bolnicah ni mogoce dolociti. Okvara jeter: Za bolnice z blago okvaro jeter (skupni bilirubin < zgornje meje normalne vrednosti [ULN] in aspartat aminotransferaza [AST] > ULN ali
skupni bilirubin >1do 1,5 krat ULN ne glede na AST) prilagajanje odmerka zdravila ELAHERE ni potrebno. Zdravilu ELAHERE se je treba izogibati pri bolnicah z zmerno do hudo okvaro jeter (skupni bilirubin > 1,5 ULN
ne glede na AST). Nacin uporabe: Zdravilo ELAHERE je namenjeno za intravensko |nfund|ranje s hitrostjo 1 mg/min. Ce ga bolnica po 30 minutah dobro prenasa, se lahko hitrost infundiranja pove¢a na 3 mg/min.
Ce ga bolnica po 30 minutah pri 3 mg/min dobro prenasa, se lahko hitrost \nfundlrama poveca na 5 mg/min. Zdravilo ELAHERE je potrebno razredCiti s 5% glukozo za intravensko infundiranje. Zdravilo ELAHERE
se sme uporabiti le v obliki intravenske infuzije z 0,2-pm ali 0,22-pm linijskim filtrom iz polietersulfona (P PES). Previdnostni ukrepi, ki jih je potrebno upostevati pred rokovanjem z zdravilom ali njegovo uporabo: To
zdravilo vsebuje citotoksi¢no sestavino, ki je kovalentno pripeta na monoklonsko protitelo. Kontralndlkacu Preobcutljivost na ucinkovino ali katero koli pomozno snov. opozorila in previ
ukrepi: Sledljivost: Z namenom izbolj$anja sledljivosti bioloskih zdravil je treba jasno zabeleZiti ime in Stevilko serije uporablienega zdravila. 0¢esne bolezni: Mirvetuksimab soravtanzin lahko povzro¢i hude ocesne
nezelene uéinke, vkljuéno z okvaro vida (pretezno zamegljen vid), keratopatijo (bolezni rozenice), suhimi o&mi, fotofobijo in bolegino v o&eh. Bolnice je potrebno pred uvedbo mirvetuksimab soravtanzina napotiti
k specialistu za bolezni o¢i na oftalmoloski pregled. Pred zacetkom vsakega cikla zdravljenja je potrebno bolnici svetovati, naj poro¢a o vseh novih ali poslabsanih ocesnih simptomih lece¢emu zdravniku ali
usposobljeni osebi. Ce se razvijejo odesni simptomi, je potrebno opraviti oftalmoloski pregled, potrebno je pregledati poroéilo bolni¢inega oftalmologa in glede na resnost ugotovitev morda spremeniti odmerek
mirvetuksimab soravtanzina. Med zdravljenjem z mirvetuksimab soravtanzinom je priporocljiva uporaba ocesnih kapljic za vlazenje. Pri bolnicah, pri katerih se razvijejo nezeleni u¢inki na rozenici stopnje > 2, so
v poznejsih ciklih zdravljenja z mirvetuksimab soravtanzinom priporogljivi ocesni top\kalnl steroidi. Zdravnik mora spremljati bolnice glede toksi¢nosti za o¢i in prekiniti, zmanjsati ali trajno ukiniti mirvetuksimab
soravtanzin na podlagi resnosti in vztrajnosti o€esnih nezelenih ucinkov. Bolnicam je treba svetovati, naj se med zdravljenjem z mirvetuksimab soravtanzinom izogibajo uporabi kontaktnih le€, razen €e zdravstveni
delavec ne naro€i drugace. Pnevmonitis: Pri bolnicah, zdravljenih z mirvetuksimab soravtanzinom, se lahko pojavi huda, Zivijensko nevarna ali smrtna intersticijska bolezen plju¢ (ILD - interstitial lung d\sease]
Bolnice je potrebno spremljati glede plju¢nih znakov in simptomov pnevmonitisa, ki lahko vkljugujejo hipoksijo, kaselj, dispnejo ali intersticijske infiltrate pri rentgenoloskih preiskavah. Infekcijske, neoplasti¢ne in
druge vzroke takih simptomov je potrebno izkljugiti z ustreznimi preiskavami. Zdravljenje z mirvetuksimab soravtanzinom je potrebno prekiniti pri bolnicah, pri katerih se razvije trdovraten ali ponavijajoc se
pnevmonitis stopnje 2, dokler se simptomi ne ublazijo v stopnjo < 1, in je potrebno razmisliti 0 zmanjsanju odmerka. Mirvetuksimab soravtanzme potrebno trajno ukiniti vsem bolnicam s pnevmonitisom stopnje 3
ali 4. Bolnice brez simptomov lahko ob natanénem spremljanju $e naprej prejemajo mirvetuksimab soravtanzin. Periferna nevropatija: Pri mirvetuksimab soravtanzinu se je pojavila | per\ferna nevropatija, vkljucno
z reakcijami stopnje > 3. Bolnice je potrebno spremljati glede znakov in simptomov nevropatije, na primer parestezije, mravljinéenja ali pekocega obé&utka, nevropatske bolecine, misi¢ne Sibkosti ali dizestezije. Pri
bo\mcah ki imajo novonastalo ali poslabsano obstojeco periferno nevropatijo, je potrebno odmerjanje mirvetuksimab soravtanzina prekiniti, zmanjsati ali trajrm ukiniti, glede na resnost perlferne nevropatue

: Na podlagi mehanizma delovanja bi mirvetuksimab soravtanzin pri dajanju med noseénostjo lahko povzrocil poskodbe zarodka in ploda, saj vsebuje genotoksiéno SpOJIHO (DM4) in
vpliva na cellce ki se aktivno delijo. Bolnice v rodni dobi morajo uporabljati uginkovito kontracepcijo med zdravljenjem z mirvetuksimab soravtanzinom in $e 7 mesecev po zadnjem odmerku.

: To zdravilo vsebuje manj kot 1 mmol (23 mg) natrija na odmerek, kar v bistvu pomeni ‘brez natrija. To zdravilo vsebuje 2,11 mg polisorbata 20 v eni viali. Interakeije: Klini¢nih Studij medsebojnega
delovanja Zdravlla ELAHERE z drugimi zdravili niso izved|i. DM4 je substrat CYP3A4. So¢asna uporaba zdravila ELAHERE z mocnimi zaviralci CYP3A4 lahko poveca izpostavljenost nekonjugiranemu DM4, kar lahko
poveéa tveganje neZelenih uginkov zdravila ELAHERE. Ce se ni mogoce izogniti soéasni uporabi z moénimi zaviralci CYP3A4, je potrebno bolnice natanéno spremljati glede nezelenih u€inkov. Moé&ni induktorji
CYP3A4 lahko zmanjajo izpostavljenost nekonjugiranemu DM4. Plodnost, noseénost in dojenje: Zenske v rodni dobi/kontracepcija: Status noseénosti pri bolnicah v rodni dobi je potrebno preveriti pred uvedbo
zdravljenja z mirvetuksimab soravtanzinom. Bolnice v rodni dobi morajo uporabljati u€inkovito kontracepcijo med zdravljenjem z mirvetuksimab soravtanzinom in Se 7 mesecev po zadnjem odmerku. Nose€nost:
Uporaba zdravila ELAHERE pri nosecnicah ni priporogljiva, bolnice pa je potrebno obvestiti o moznih tveganjih za plod, e zanosijo ali Zelijo zanositi. Bolnice, ki zanosijo, se morajo takoj posvetovati z zdravnikom.
Ce bolnica med zdravljenjem z zdravilom ELAHERE ali v 7 mesecih po zadnjem odmerku zanosi, je priporocljivo natanc¢no spremljanje. Dojenje: Zdravilo ELAHERE se ne sme uporabljatl med dojenjem in e 1 mesec
po zadnjem odmerku. Plodnost: Studij plodnosti z mirvetuksimab soravtanzinom ali DM4 niso opravili. Ni podatkov o u¢inku zdravila ELAHERE na plodnost pri ¢loveku. Vendar spri¢o mehanizma delovanja zdravila
ELAHERE, ki povzroci razpad mikrotubulov in smrt hitro deleih se celic, obstaja moznost z zdravilom povezanih ucinkov na plodnost. Vpliv na sposobnost vozZnje in upravljanja strojev: Zdravilo ELAHERE ima
zmeren vpliv na sposobnost voznje in upravijanja strojev. Ce bolnice med zdravljenjem z mirvetuksimab soravtanzinom opazijo motnje vida, periferno nevropatijo, utrujenost ali omotico, jih je treba pouciti, naj ne
vozijo in upravljajo strojev, dokler ne bo potrjeno popolno okrevanje od simptomov. NeZeleni uéinki: Zelo pogosti: okuzba secil, anemija, trombocitopenija, zmanjsan apetit, hipomagneziemija, periferna nevropatija,
glavobol, keratopatija, katarakta, pojav zamegljenega vida, fotofobua bolec¢ina v o¢esu, suho oko, pnevmonitis, dispneja, kaselj, driska, bole¢ina v trebuhu, zaprtje, napihnjenost trebuha, bruhanje, navzea,
artralgija, utrujenost, zvisana aspartat aminotransferaza, zvisana alanin aminotransferaza. Pogosti: nevtropenija, hipokaliemija, dehidracija, ne: peu\u t, g , omotica, r v oceh, hipertenzija,
ascites, gastroezofagealna refluksna bolezen, stomatitis, dispepsija, hiperbilirubinemija, pruritus, mialgija, bolecina v hrbtu, bolecine v okoncmah misiéni spazmi, zvisana telesna temperature, zvisana alkalna
fosfataza v krvi, zviSana gama-glutamil transferaza, zmanjsana telesna masa, z |nfuzuo povezana reakcija/preobcutljivost. Na&in in izdajanja: H. Imeti DzP: AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG,
Knollstrasse, 67061 Ludwigshafen, Nemcija. Pred pr in uporabo, p , preberite celoten Povzetek glavnih znacilnosti zdravila. Datum re besedila: 01/2026.
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Referenca: 1. Povzetek glavnih znacilnosti zdravila Elahere, januar 2026. o

Samo za strokovno javnost.

SI-ELAH-260009 | Datum priprave materiala: marec 2026 Qb bv | e
AbbVie Biofarmacevtska druzba d.o.o., Dolenjska cesta 242c, 1000 Ljubljana
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NAS CILJ JE
ZAGOTOVITI
BOLNIKOM
VRHUNSKO
ZDRAVLJENJE,
Kl GA TAKO ZELO =
POTREBUJEJO. &

Ewopharma d.o.o.
pharma Cesta 24. junija 23 | 1231 Ljubljana-Crnuge

T: +386 (0) 590 848 40 | info@ewopharma.si
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Extra laser. Extra speed.
Extraordinary possibilities.

Meet the new MACSQuant® Tyto® Lux Cell Sorter

Expand your flow capabilities without increasing Easily sort even the most challenging samples
workload, biosafety risks, or infrastructure needs. with high-performance microfluidic sorting that
preserves cell viability and function.

» miltenyibiotec.com/tytolux

Miltenyi Biotec provides products and services worldwide. ‘

Visit www.miltenyibiotec.com/local to find your nearest Miltenyi Biotec contact. .

Unless otherwise specifically indicated, Miltenyi Biotec products and services are for research use only and not for therapeutic \

or diagnostic use. MACSQuant, the Miltenyi Biotec logo, Tyto, and the Tyto logo are registered trademarks or trademarks of )

Miltenyi Biotec and/or its affiliates in various countries worldwide. Copyright © 2026 Miltenyi Biotec and/or its affiliates. . ..

All rights reserved. Miltenyi Biotec
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x¢) BAVENCIO

avelumab

LDRAVILD BAVENCIO®
JE INDICIRAND!

+ kot monoterapija za zdravljenje odraslih bolnikov z
metastatskim karcinomom Merklovih celic (KMC),

+ kot monoterapija za vzdrzevalno zdravljenje v prvi liniji za odrasle
bolnike z lokalno napredovalim ali metastatskim urotelijskim
karcinomom (UK), ki jim po kemoterapiji na osnovi platine bolezen
ni napredovala,

v kombinaciji z aksitinibom za prvo linijo zdravljenja odraslih
bolnikov z napredovalim karcinomom ledvi¢nih celic (KLC).

Literatura: 1. Povzetek glavnih znacilnosti zdravila BAVENCIO

Skrajsan povzetek glavnih znacilnosti zdravila
20 mg/ml k za raztopino za infundiranje

Sestava: 1 ml koncentrata vsebuje 20 mg avelumaba. Avelumab je humano
monoklonsko protitelo IgG1, usmerjeno proti imunomodulacijskemu proteinskemu
ligandu PD-L1 celi¢ne povrsine, ki je pridobljeno s tehnologijo rekombinantne DNA v
celicah jajénika kitajskega hréka. Terapevtske indikacije: Zdravilo Bavencio je
indicirano kot monoterapija za zdravljenje odraslih bolnikov z metastatskim
karcinomom Merklovih celic (KMC). Zdravilo Bavencio je indicirano kot monoterapija
za vzdrzevalno zdravljenje v prvi liniji za odrasle bolnike z lokalno napredovalim ali
metastatskim urotelijskim karcinomom (UK), ki jim po kemoterapiji na osnovi platine
bolezen ni napredovala. Zdravilo Bavencio je v kombinaciji z aksitinibom indicirano
za prvo linijo zdravljenja odraslih bolnikov z napredovalim karcinomom ledvicnih
celic (KLC). Odmerjanje in nacin uporabe: Priporoceni odmerek zdravila Bavencio v
monoterapiji je 800 mg, ki se daje intravensko, v obliki 60 minutnega infundiranja, na
vsaka 2 tedna. Dajanje zdravila Bavencio naj se nadaljuje v skladu s priporo¢enim
nacrtom do napredovanja bolezni ali nesprejemljive toksi¢nosti. Bolnike je treba pred
prvimi 4 infuzijami zdravila Bavencio premedicirati z antihistaminikom in
paracetamolom. Kontraindikacije: Preobcutljivost na uéinkovino ali katero koli
pomozno snov. Posebna opozorila in previdnostni ukrepi: Bolnike je treba spremljati
zaradi pojava znakov in simptomov nezelenih ucinkov, povezanih z infundiranjem,
vkljuéno s pireksijo, mrzlico, pordevanjem, hipotenzijo, dispnejo, piskajo¢im dihanjem,
bole¢inami v hrbtu, bole¢inami v trebuhu in urtikarijo. Pri nezelenih ucinkih 3. ali 4.
stopnje, povezanih z infundiranjem, je treba infundiranje ustaviti in avelumab trajno
ukiniti. Pri nezelenih ucinkih 1. stopnje, povezanih z infundiranjem, je treba hitrost
infundiranja zmanjsati za 50 % hitrosti prvotnega infundiranja. Pri bolnikih z
nezelenimi ucinki 2. stopnje, povezanimi z infundiranjem, je treba z infundiranjem
zacasno prekiniti, dokler se neZeleni ucinki ne vrnejo na 1. stopnjo ali izzvenijo, nato
pa z infundiranjem nadaljevati s 50 % pocasnejSo hitrostjo infundiranja. Pri
ponovnem pojavu nezelenih ucinkov 1. ali 2. stopnje, povezanih z infundiranjem,
lahko bolnik avelumab prejema Se naprej, ob natanénem spremljanju, po ustrezni
spremembi hitrosti infundiranja in  premedikaciji s paracetamolom in
antihistaminikom. Pri sumu na imunsko posredovane nezelene ucinke je treba z

MRRUK

SI-AVE-00043; 08/2026

ustrezno oceno potrditi njihovo etiologijo ali izkljuciti druge vzroke. Kljuénega
pomena za zagotovitev varne uporabe avelumaba sta zgodnje prepoznavanje in
obvladovanje imunsko posredovanih nezelenih uéinkov. Bolnike spremljajte glede
pojava znakov in simptomov imunsko posredovanih nezelenih ucinkov. Na podlagi
resnosti nezelenega ucinka je treba uporabo avelumaba odloziti in bolniku dati
kortikosteroide. Interakcije: Studij medsebojnega delovanja z avelumabom niso
izvedli. Avelumab se primarno presnavlja po kataboli¢nih poteh, zato se ne pri¢akuje,
da bi prislo do farmakokineticnega medsebojnega delovanja avelumaba z drugimi
zdravili. Nezeleni uéinki: Najpogostejsi nezeleni ucinki avelumaba so bili utrujenost
(30,0 %), navzea (23,6 %), driska (18,5 %), zaprtost (18,1 %), zmanjsan apetit (17,6 %),
reakcije, povezane z infundiranjem (15,9 %), bruhanje (15,6 %) in zmanjs$anje telesne
mase (14,5 %). Najpogostejsi nezeleni ucinki stopnje = 3 so bili anemija (5,6 %),
hipertenzija (3,9 %), hiponatriemija (3,6 %), dispneja (3,5 %) in bolecine v trebuhu (2,6
%). Resni nezeleni ucinki so bili imunsko posredovani nezeleni ucinki in ucinki,
navodila za shranj je: Shranjujte v hladilniku

h

povezani z infundiranjem. P
(2 C-8 C).Nezamrzujte. Shranjujte v originalni ovojnini za zagotovitev zascite
pred svetlobo. Pakiranje: Velikost pakiranja je 1 steklena viala z 10 ml koncentrata v
Skatli. Nacin in rezim izdaje: H-Predpisovanje in izdaja zdravila je le na recept,
zdravilo pa se uporablja samo v bolnisnicah. Imetnik dovoljenja za promet: Merck
Europe B.V., Amsterdam, Nizozemska.

Datum zadnje revizije besedila: april 2026

Pred predpisovanjem zdravila natan¢no preberite celoten Povzetek glavnih
znacilnosti zdravila.

0 domnevnem neZelenem uéinku lahko poro¢ate neposredno nacionalnemu centru
za farmakovigilanco, na nacin, kot je objavljeno na spletni strani www.jazmp.si ali
na drug.safety.easterneurope@merckgroup.com.

Samo za strokovno javnost.

P e d |

Podrobnejse informacije so na voljo pri pred u j

ja za promet
z zdravilom:

Merck d.o.o., LetaliSka cesta 29c¢, 1000 Ljubljana, tel.: 01 560 3800, faks: 01 560
3830, el. posta: info@merck.si
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Skrbimo za prihodnost tistih,
ki skrbijo za druge.
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