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In Situ Vaccination by Gene Electrotransfer for Cancer Treatment
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Rak je skupina sistemskih bolezni, ki jim je skupna motnja v delovanju imunskega si-
stema. Razli¢ni imunoterapevtski pristopi stremijo k sproZitvi oz. ponovni sproZitvi ali
pa k pospesitvi delovanja imunskega sistema v boju proti raku. Eden izmed bolj robust-
nih tovrstnih pristopov je t.i. cepljenje in situ, kjer z razli¢nimi ablacijskimi nac¢ini zdrav-
ljenja sproZimo imunski odziv proti tumorskim antigenom, ki se sprostijo iz umirajocih
rakavih celic. Da bi dosegli sistemski in trajen odgovor, je te nacine zdravljenja treba zdruZiti
s takimi, ki pospeSujejo delovanje bolnikovega imunskega sistema. Na Oddelku za eks-
perimentalno onkologijo OnkoloSkega in3tituta Ljubljana se ukvarjamo z obliko genske-
ga zdravljenja, t.i. genskim elektroprenosom, ki je primeren tako za sproZitev cepljenja
in situ kot tudi za pospeSitev imunskega sistema. Pred kratkim smo na miSjem modelu
raka dokazali, da lahko cepljenje in situ doseZemo z genskim elektroprenosom plazmid-
nih vektorjev z zapisom za dejavnik tumorske nekroze o in za interlevkin-12. V prihodnje
Zelimo opisan pristop in podobne nacine zdravljenja, ki temeljijo na genskem elektropre-
nosu, pripeljati do klini¢ne uporabe. Tu pa ostaja odprto vpraSanje priprave plazmidnih
vektorjev v kakovosti, primerni za klini¢no uporabo, in izbora ustreznih bolnikov, ki jim
bo takSen pristop kar najbolj koristil.

ABSTRACT
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Cancer is a group of systemic diseases that involve malfunctions of the immune system.
Different types of immunotherapy aim to reactivate or stimulate anticancer immunity.
A more robust immunotherapeutic approach is a so-called in situ vaccination, where va-
rious local ablative therapies are used to induce a specific immune response against tu-
mor antigens released from dying tumor cells. To achieve a systemic and durable response,
these therapies need to be combined with immune adjuvants. At the Department of Ex-
perimental Oncology, at the Institute of Oncology in Ljubljana, we are exploring a form
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of gene therapy called gene electrotransfer, which can be used to induce in situ vaccina-
tion and stimulate the immune response. Recently, we proved the effectiveness of con-
comitant gene electrotransfer of plasmid vectors encoding tumor necrosis factor o and
interleukin-12 in a mouse melanoma tumor model. In this approach, the tumor necro-
sis factor a acts as a local ablative therapy and interleukin-12 as an immunological ad-
juvant. In the future, we want to bring this and similar gene electrotransfer approaches
into clinical practice. But first we have to tackle the problem of clinical grade plasmid
vector design and selection of appropriate patients that would benefit the most from the

proposed approach.

uvoD
Trenutni postopki za zdravljenje raka so lah-
ko zelo ucinkoviti, ampak v mnogih prime-
rih ne uspejo popolnoma ozdraviti bolez-
ni. Zasevki so odgovorni za vec¢ kot 90 %
vseh smrti zaradi raka (1). Da bi pozdravi-
li razsejano bolezen, bi moral imunski si-
stem prepoznati in odstraniti rakave celice
po celem telesu. Ceprav pri rakavih bolni-
kih najdemo imunske celice, uperjene pro-
ti tumorskim antigenom, nam dejstvo, da
rak kljub temu vznikne, pove, da je imun-
ski sistem zatajil (2, 3). Idealno zdravljenje
bi torej moralo sprostiti tumorske antige-
ne in hkrati pustiti imunskemu sistemu, da
se bori proti rakavim celicam. IzkoriS¢anje
bolnikovega lastnega imunskega sistema za
boj proti raku je trenutno najbolj obetavno
in tudi uspe$no onkoloSko podro¢je. Eden
izmed bolj robustnih tovrstnih pristopov je
t.1. cepljenje in situ (angl. in situ vaccination),
kjer z razlicnimi ablacijskimi nacini zdrav-
ljenja sproZimo imunski odziv proti tumor-
skim antigenom, ki se sprostijo iz umira-
jocih rakavih celic. Da bi dosegli sistemski
in trajen odgovor, je takSno zdravljenje tre-
ba zdruZiti z zdravljenjem, ki pospeSuje de-
lovanje bolnikovega lastnega imunskega si-
stema ali pa preprecuje imunsko zavrtje.
Na Oddelku za eksperimentalno onko-
logijo OnkoloSkega inStituta Ljubljana se
ukvarjamo z obliko genskega zdravljenja,
imenovanega genski elektroprenos, ki je pri-
meren tako za sproZitev cepljenja in situ kot
tudi za pospeSitev imunskega sistema (4).

V €lanku je podrobneje opisan postopek gen-
skega elektroprenosa s poudarkom na plaz-
midnih vektorjih, ki jih pri tem uporabljamo.
Prizadevamo si namrec pripraviti lastne
plazmidne vektorje nove generacije, s ka-
terimi Zelimo zagotoviti boljSe ciljanje in
ucinkovitost zdravljenja, predvsem pa sklad-
nost z varnostnimi priporocili glede upo-
rabe antibiotikov pri klini¢no uporabnih
plazmidih. Na koncu je opisana Se uporaba
genskega elektroprenosa za cepljenje in situ.

IMUNOLOSKO ZDRAVLJENJE RAKA
Rak je skupina sistemskih bolezni, ki jim je
skupna motnja v delovanju imunskega si-
stema. V procesu nastanka in razvoja raka
se tumorske celice uspejo izogniti prepoz-
navanju in odstranitvi s strani imunskega
sistema (5-7). Razli¢ni pristopi imuno-
loSkega zdravljenja stremijo k sproZenju oz.
ponovnem sproZenju ali pa k pospeSitvi de-
lovanja imunskega sistema v boju proti raku
(8,9). Trenutno v predklini¢nih in klini¢nih
raziskavah preizku$ajo Stevilne tak$ne pri-
stope (10, 11). Nekaj jih je Ze odobrenih za
kliniéno uporabo: od protiteles, ki delujejo
kot zaviralci imunskih kontrolnih tock (npr.
ipilimumab, nivolumab, pembrolizumab,
atezolizumab, durvalumab), do razli¢nih
vrst celi¢nega zdravljenja, kot so npr. celi¢no
cepivo Provenge in zdravljenje z gensko
spremenjenimi celicami T, ki izraZajo hi-
merni antigenski receptor (angl. chimeric an-
tigen receptor T-cell, CAR-T). Med te spadajo
npr. Kymriah® in Yescarta® (12).
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Imunoloska narava protirakavih
nacinov zdravljenja
Z uspehom novih imunolo8kih pristopov je
postalo tudi jasno, da je imunski sistem vple-
ten v protirakavo delovanje nekaterih kli-
ni¢no uveljavljenih terapij raka, kot sta
radioterapija in kemoterapija (13). Pravza-
prav mora prav vsako resni¢no uspesno
zdravljenje imeti tudi vpliv na imunski si-
stem. S tem lahko pojasnimo popolne oz-
dravitve po tovrstnem zdravljenju, za katere
je potrebno uni€enje ¢isto vseh rakavih
celic. U¢inki so namre¢ vidni tudi na tistih
celicah, ki niso bile neposredno izpostav-
ljene zdravljenju, kar imenujemo posre-
dovani (angl. bystander) ucinek, v&asih pa
izginejo tudi oddaljeni nezdravljeni zasev-
ki, kar imenujemo oddaljeni (angl. abscopal)
ucinek. Predlagan mehanizem teh u¢inkov
je, da zdravljenje sproZi posebno imunogeno
obliko celi¢ne smrti, ki nato sproZi imun-
ski odziv proti rakavim celicam (14-17).
Izraz imunogena celi¢na smrt so vpelja-
li v zadnjem desetletju, da bi z njim oznacili
posebno funkcionalno obliko programira-
ne celicne smrti, ki lahko povzro¢i nasta-
nek vnetnega odziva brez prisotnosti pato-
genov (17, 18). Pri imunogeni celi¢ni smrti
se iz umirajocih celic hkrati s tumorskimi
antigeni spro$ca cela vrsta imunospodbu-
jevalnih sporocevalcev nevarnosti oz. t.i.
s poSkodbo povezanih molekularnih vzorcev
(angl. damage-associated molecular patterns,
DAMP) (19). DAMP so v bistvu obicajne
znotrajceli¢ne molekule, ki se sprostijo iz
celice ali se izpostavijo na celi¢ni membra-
ni pri imunogenih oblikah celi¢ne smrti.
Triizmed teh molekul so izbrali kot najpo-
membnejSe oznacevalce imunogene ce-
li¢ne smrti: kalretikulin, izpostavljen na ce-
licni membrani, kromatinska beljakovina
HMGB1 (angl. high mobility group box 1) in
zunajceli¢ni ATP (18). Kot zelo pomemben
DAMP lahko nastopa tudi DNA, spro$c¢ena
iz jeder umirajocih celic (20-22).
Sposobnost proZenja imunogene celi¢ne
smrti so Ze pripisali nekaterim ustaljenim

terapijam raka, kot so npr. kemoterapevtiki
docetaksel, paklitaksel, doksorubicin in radio-
terapija (10, 23). Rakave celice po uporabi
teh vrst zdravljenja torej umirajo z imuno-
geno obliko celi¢ne smrti, kar lahko prive-
de do nastanka sistemskega pridobljenega
imunskega odziva proti tumorskim antige-
nom, spro$¢enim iz umirajocih celic. Taksno
zdravljenje torej pravzaprav deluje kot ne-
kak3no cepivo (23-25).

CEPLJENJE IN SITU

Med nacini imunoloSkega zdravljenja raka,
ki so se razvili v zadnjih desetletjih, je tudi
terapevtsko cepljenje, namenjeno zdrav-
ljenju Ze prisotne bolezni. Razvoj protira-
kavih terapevtskih cepiv temelji na dejstvu,
da rakave celice izraZajo tumorske antige-
ne, ki jih lahko uporabimo kot tarce za pri-
pravo cepiv. Obi¢ajno terapevtsko cepljenje
za zdravljenje raka je obrazloZeno kot do-
stava izbranih tumorskih antigenov, proti
katerim lahko telo sproZi pridobljeni imun-
ski odziv (26). Ceprav se sli3i zelo obetav-
no, se pristop v klini¢ni uporabi ni izkazal
za uspeSnega, predvsem zaradi pomanjka-
nja vsesplo$nih tumorskih antigenov in za-
pletenosti ter cene priprave posamezniku
prilagojenih cepiv ex vivo (27, 28).

Na podlagi zgoraj opisanih imuno-
lo8kih ucinkov uveljavljenih terapij raka so
se pojavile ideje, da bi ta pojav izkoristili
za cepljenje, tako da bi z zdravljenjem iz-
zvali imunski odziv neposredno v novotvor-
bi, in situ (15, 28). Tako bi lahko izkoristili
Stevilne bolnikove lastne tumorske antige-
ne in ne samo nekaterih izbranih, kot pri
obicajnih terapevtskih cepivih. Za pristop
se je prijel izraz cepljenje in situ. Glavna
prednost pristopa je, da izkoriS¢amo bolni-
kove lastne tumorske antigene, zato bi bil
pristop lahko primeren za zdravljenje raz-
licnih tipov raka.

Za cepljenje in situ so primerne pred-
vsem razli¢ne vrste lokalnega ablacijskega
zdravljenja, od dobro uveljavljene radiote-
rapije do novejsih pristopov, kot so onko-
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litiéni virusi, radiofrekven¢na- in krioabla-
cija itd. (28-30). V nasi raziskovalni skupini
smo pred nekaj leti predlagali, da bi lahko
za cepljenje in situ uporabili elektrokemote-
rapijo, s katero se Ze vrsto let ukvarjamo (25).

Elektrokemoterapijo smo na Onko-
loSkem inStitutu med prvimi na svetu izva-
jali pri kliniénem delu, sedaj pa je Ze priznan
lokalni ablacijski nacin zdravljenja, ki se iz-
vaja v 160 zdravstvenih srediS¢ih Sirom
Evrope (31, 32). Postopek temelji na upora-
bi elektroporacije, ki je fizikalni postopek,
Kkjer z dovajanjem kratkih visokonapetost-
nih elektricnih pulzov lokalno omogocimo
prehajanje molekul, za katere je sicer celi¢na
membrana slabo prepustna (33). Pri elektro-
kemoterapiji so te molekule razli¢ni kemo-
terapevtiki oz. citostatiki, predvsem cisplatin
in bleomicin, lahko pa vnaSamo tudi gen-
ski material, kar imenujemo genski elektro-
prenos (slika 1).

Imunoloski spodbujevalci

pri cepljenju in situ

Kot pri podobnih ablacijskih zdravljenjih je
v protirakavo delovanje elektrokemoterapije

vpleten imunski sistem, kar dokazuje vecja
ucinkovitost zdravljenja na imunsko odziv-
nih miSih v primerjavi z imunsko zavrtimi
(34). Dokazano je tudi povecano vdiranje an-
tigen predstavitvenih celic na mesto zdrav-
ljenja (35, 36). Vendar pa v klini¢nem delu
ostaja elektrokemoterapija Se vedno lokal-
ni ablacijski postopek s sicer zelo visoko lo-
kalno ucinkovitostjo, toda brez dokazane si-
stemske ucinkovitosti (37). Podobno velja
za ostale nacine zdravljenja, ki so jih pred-
lagali za cepljenje in situ (38). Zgoraj opi-
sani imunolo8ki ucinki ustaljenih terapij
raka so namrec redek pojav: npr. oddaljeni
ucinek je dobro dokumentiran samo po ra-
dioterapiji (39, 40). To pomeni, da je cep-
ljenju in situ treba dodati spodbujevalce
imunskega sistema, ali pa, e je Ze priSlo do
imunskega zavrtja, antagoniste zavrtja.
Z istim namenom se v protokolih obicaj-
nega terapevtskega cepljena pogosto upo-
rabljajo razliéni imunolo8ki spodbujevalci,
najpogosteje citokini, ki vodijo nastali imun-
ski odziv v pravo smer (41). Eden izmed naj-
pogosteje uporabljenih imunoloskih spod-
bujevalcev je citokin interlevkin-12 (IL-12),

[nlm:ija citostatika preko

celitne

Celica umre zaradi utinkov
vnesenega citostatika

Elektroforetsko potovanje DNA proti
celici in adsorpcija na bili

membrano

Slika 1. Elektrokemoterapija in genski elektroprenas (26). E - elektricno polje.
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eden najucinkovitejSih nacinov za njegov
vnos pa je Ze omenjeni genski elektropre-
nos (42-45).

GENSKI ELEKTROPRENOS

Genski elektroprenos je oblika genskega
zdravljenja, ki je opredeljena kot vnos genov,
t.i. transgenov, v celice bolnika za doseganje
zdravilnega ucinka (46-48). Gensko zdrav-
ljenje delimo glede na vektorje za vnos ge-
nov na virusne pristope (t.i. transdukcija)
in nevirusne pristope (t.i. transfekcija). Dru-
ga delitev genskega zdravljenja pa je gle-
de na nacin dostave: na postopke ex vivo in
in vivo. Pri postopkih ex vivo celice, odvze-
te iz bolnikov, gensko spremenimo v celi¢ni
kulturi in jih nato vrnemo nazaj v telo bol-
nikov. Pri postopkih in vivo pa zdravljenje
izvedemo z neposrednim vnosom genske-

ga materiala v telo. Genski elektroprenos
je najuspesnejsi nevirusni postopek genske-
ga zdravljenja, ki omogoca lokalno in vivo
dostavo genskega materiala v tkiva, kot so
koZa, miSice in tudi novotvorbe (4, 49).
Postopek genskega elektroprenosa omo-
goca dva nacina genskega zdravljenja, si-
stemsko in lokalno zdravljenje. Kadar
Zelimo sistemsko izraZanje, lahko transfe-
ciramo miSice ali koZo, ki potem delujejo
kot bioloSke tovarne za proizvodnjo trans-
gena (50, 51). TakSen sistemski nacin je
obetaven za proizvodnjo citokinov in cep-
ljenje z DNA (angl. DNA vaccination). Po
drugi stani pa nam postopek genskega elek-
troprenosa zaradi prostorske natancnosti,
ki jo zagotavlja elektroporacija, omogoca
tudi lokalni naéin, ki je primeren za ciljanje
rakavih celic ali Zilja novotvorbe. UspeSnost
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Slika 2. Sestava plazmidnih vektorjev. Ekspresijsko kaseto sestavljajo promotor, transgen, zaporedje za
konec prepisovanja in poliadenilacijsko zaporedje. Bakterijsko ogrodje je sestavljeno iz mesta za zacetek
podvojevanja (angl. origin of replication, ORI) in gena za odpornost proti antibiotiku s svojim promotor-
jem in zaporedjem za konec prepisovanja. Bp - bazni par.
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tako lokalnega kot sistemskega nacina je
bila Ze dokazana v Stevilnih predklini¢nih
raziskavah, tako da je postopek trenutno Ze
v fazi klini¢nega preizkuSanja v ZDA (52-506).

Vektorji za transgene pri genskem elektro-
prenosu so plazmidi, ki imajo nizko integra-
cijsko zmogljivost (se ne vklju¢ijo v DNA),
zato je izraZanje transgenov po genskem
elektroprenosu prehodne narave, kar je var-
nejSe in pri uporabi za cepljenje in gensko
zdravljenje raka pravzaprav zaZeleno (48).

PLAZMIDNI VEKTOR]I

Plazmidi so kroZna, dvoveriZna, episomalna
DNA, ki je naravno prisotna v bakterijah.
Gensko spremenjene bakterije izkoriS¢amo
za namnozitev velikih koli¢in plazmidne
DNA za uporabo v genskem zdravljenju (57,
58). Plazmidna DNA je obstojna na sobni
temperaturi, njeno izdelovanje je poceni in
varno v primerjavi z izdelovanjem virusnih
vektorjev.

Zgradba plazmidnih vektorjev ima lahko
velik vpliv na mesto in dinamiko izraZanja
transgena (57). Poleg tega je pri pripravi
plazmidov, ki so namenjeni klini¢ni upora-
bi, treba upoStevati tudi varnostna pripo-
rocila nadzornih agencij, kot sta Evropska
agencija za zdravila (European Medicines
Agency, EMA) in ameriSka Uprava za Zivi-
la in zdravila (Food and Drug Administra-
tion, FDA). Na trZiScu je omejen nabor te-
rapevtskih plazmidov za zdravljenje raka.
Zato se v naS$i raziskovalni skupini ukvar-
jamo s pripravo lastnih plazmidov, tako da
preurejamo in spreminjamo razli¢ne se-
stavne dele glede na predvideno uporabo
plazmida. Glavne sestavne dele plazmidnih
vektorjev lahko delimo na ekspresijsko ka-
seto, ki nosi na$ transgen, in bakterijsko
ogrodje, ki ga potrebujemo za proizvodnjo
plazmidov v bakterijah (slika 2).

Gen za odpornost proti antibiotiku
Bakterijsko ogrodje nosi zapis za selekcij-
ski oznacevalec, ki je obi¢ajno gen za odpor-
nost proti antibiotiku, kar je pri klini¢ni upo-

rabi lahko sporno (58-60). Obstaja namre¢
tveganje za horizontalni prenos odpornosti
na okoljske in komenzalne mikroorganizme
ter tveganje za alergijski odziv na ostanke
antibiotika, ki se uporablja pri proizvodnji
plazmidov (60, 61). Zato nadzorni agenciji,
odgovorni za licenciranje zdravil, EMA in
FDA, priporocata izogibanje genom za od-
pornost ali vsaj uporabo odpornosti proti
takSnim antibiotikom, ki se ne uporablja-
jo za zdravljenje ljudi (62, 63). Tako plazmid,
ki se uporablja v ameri8kih klini¢nih razi-
skavah, vsebuje gen za odpornost proti ka-
namicinu, ki se za zdravljenje ljudi prakti¢no
ne uporablja (54).

Da bi zadostili varnostnim priporocilom,
so znanstveniki razvili Stevilne nadomestne
nacine za pripravo plazmidov, ki ne temelji-
jo na selekciji z antibiotikom. Eden takSnih
nacinov je operator-represorska titracija
(ORT), ki jo je razvilo podjetje CobraBio
(Keele, ZdruZeno kraljestvo Velike Britani-
je in Severne Irske) (64). ORT temelji na do-
polnitvi avksotrofije (tj. nezmoZnost orga-
nizma za izdelovanje doloc¢ene snovi, ki jo
potrebuje za svojo rast) pri posebnem mu-
tiranem sevu bakterij Esherichia coli. Vnos
plazmidov v bakterije razresi avksotrofijo,
saj omogocCi izraZanje manjkajoce esen-
cialne aminokisline. ORT so uporabili za pri-
pravo plazmidov za cepljenje z DNA proti
virusu HIV in plazmida s protiangiogenim
delovanjem (angl. antiangiogenic metargidin
peptide, AMEP), ki so ga preizkusili v edi-
ni evropski klini¢ni raziskavi genskega
elektroprenosa (65, 66). ORT uporablja tudi
naSa raziskovalna skupina in smo z njo
pripravili Ze ve€ plazmidov (67-71). Poleg
oCitnih varnostnih prednosti so plazmidi,
pripravljeni na ta nacin, tudi manjsi, kar
zagotavlja vecjo uspeSnost transfekcije in
manj$o imunogenost, saj je zmanjSan bak-
terijski del plazmida (72, 73).

Elkspresijska kaseta
Dejavni del plazmidnega vektorja je eks-
presijska kaseta s transgenom in nadzorno
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regijo, tj. promotor, ki nadzoruje izraZanje
transgena. Promotor naj bi podpiral dolgo-
trajno izraZanje transgena ali pa vsaj nad-
zorovano izraZanje (57). V preteklosti je
vecina plazmidov vsebovala citomegalovi-
rusni (CMV) promotor. Zdaj pa vemo, da
CMV-promotor vcasih ne zagotavlja dolgo-
trajnega izraZanja, saj je zaradi virusnega
izvora dovzeten za transkripcijsko utiSanje
v evkariontskih celicah (74). To smo poka-
zali tudi na Oddelku za eksperimentalno
onkologijo v eni izmed raziskav genskega
elektroprenosa (75). Poleg tega se izraZanje
pod nadzorom CMV-promotorja sproZi tudi
v stresnih pogojih, npr. po obsevanju. Zato
se zadnje Case namesto virusnih promotor-
jev vedno bolj uporabljajo celicam lastni
promotorji (70).

Primerna zamenjava za virusne promo-
torje s stalnim izraZanjem (konstitutivni
promotorji) so promotorji celi¢nih hisnih
genov (angl. housekeeping genes), ki se stalno
izraZajo v vseh tkivih telesa. Sem spadajo
npr. promotor gena za podaljSevalni dejav-
nik lo (angl. elongation factor 1o, EF-1a), za
ubikvitin C ali za fosfoglicerat kinazo 1 (57).
V pristopu, imenovanem transkripcijsko
ciljanje, pa uporabimo promotorje genov, ki
se izraZajo samo v nekaterih tkivih (tkivno
specifi¢ni promotorji) ali postanejo dejav-
ni pod vplivom dolo€enih zunanjih ali no-
tranjih dejavnikov (inducibilni promotorji).
Med tkivno specificne promotorje spada
npr. promotor gena za endoglin, ki se izraZa
le v Zilah, med inducibilnimi promotorji pa
je najbolj znan tetraciklin-inducibilni pro-
motor (angl. tetracycline responsive element,
TRE) (57, 77-81).

Na Oddelku za eksperimentalno onko-
logijo smo preizkusili Ze ve¢ tkivno speci-
fiénih promotorjev (67). Za najuspesnejSega
oz. najbolj uporabnega za potrebe genskega
elektroprenosa se je izkazal kolagenski
promotor (68, 80). Ta promotor namre¢ omo-
goca specifi¢no izraZanje v fibroblastih,
kar je ustrezno, kadar Zelimo izraZanje
v koZzi ali kadar ciljamo rakavo mikrookolje.

Preizkusili smo tudi inducibilni promotor
gena za od ciklina odvisni kinazni inhibi-
tor 1 (angl. cyclin-dependent kinase inhibitor 1,
CDKN1A), bolj znanega kot p21. Gen p21
se poviSano prepisuje ob genotoksicnem
stresu, zato je njegov promotor uporaben,
kadar Zelimo zdruZiti gensko zdravljenje
s kemoterapijo ali radioterapijo (81, 82).
Glavni del ekspresijske kasete je zapis za
transgen, tj. gen, katerega izraZanje Zelimo
Koristiti v zdravstvene namene. Izberemo jih
lahko iz §tirih razli¢nih razredov (tabela 1).
Lahko delamo zamenjavo ali popravilo ok-
varjenih genov, ker pa je rak posledica Ste-
vilnih mutacij, ta pristop ni vedno najbolj
smiseln in u¢inkovit. Primernejsi so pristo-
pi, pri katerih sproZimo smrt rakavih celic.
To lahko doseZemo z neposrednim ciljanjem
rakavih celic s transfekcijo samomorilskih
ali citotoksi¢nih genov (genska kemoterapi-
ja), posredno s ciljanjem rakavega Zilja (Zilno
ciljano gensko zdravljenje), ali pa Se bolje,
s sproZitvijo protirakavega imunskega od-
ziva (gensko imunoloSko zdravljenje). Pri-
stopi slednjega vkljucujejo cepljenje z DNA,
torej vnos zapisa za razli¢ne tumorske an-
tigene, in transfekcijo imunospodbujevalnih
citokinov (83-85). Najbolje raziskan in naj-
pogosteje uporabljen citokin za genski elek-
troprenos je IL-12 (54, 86, 87). Tega preiz-
kuSamo tudi v nasi raziskovalni skupini.

GENSKI ELEKTROPRENOS
INTERLEVKINA-12

IL-12 je vnetni citokin, ki spodbuja priro-
jeni in pridobljeni imunski odziv ter ga vodi
v smer nastanka celic T-pomagalk 1 (angl.
helper T-cells 1, Thl). Posledi¢no vodi
v sproZitev delovanja citotoksi¢nih limfo-
citov T in naravnih celic ubijalk, ki so Se po-
sebej pomembne za razvoj imunskega od-
ziva proti rakavim celicam (88, 89). IL-12
deluje tudi protiangiogeno in spodbuja na-
stanek kemokinov, zato je nujno, da ga do-
stavimo samo v novotvorbo (42, 90). To so
dokazali v prvih klini¢nih raziskavah, kjer
se je sistemski vnos rekombinantnega IL-12
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Tabela 1. Delitev transgenov za razli¢ne vrste genskega zdravljenja (87). p53 - beljakovina 53 (angl. pro-
tein 53), CTS1 - himerni tumorski zaviralec 1 (angl. chimeric tumor suppressor 1), anti-Bcl-2 - uti3anje gena
za B-celi¢ni limfom 2 (angl. B-cell lymphoma 2), anti-survivin - utianje gena za survivin, HSV-tk - timidin-
ska kinaza virusa herpes simpleks (angl. herpes simplex virus thymidine kinase), CD - citozinska deaminaza,
CD/HSV-tk - zdruZen gen za citozinsko deaminazo in timidinsko kinazo virusa herpes simpleks (angl. cytosine
deaminase/herpes simplex virus thymidine kinase fusion gene), HRP - hrenova peroksidaza (angl. horse-
radish peroxidase), |AA - indolocetna kislina (angl. indol-3-acetic acid), iNOS - inducibilna sintaza dusikove-
ga oksida (angl. inducible nitric oxide synthase), TNF-o. - dejavnik tumorske nekroze o (angl. tumor necrosis
factor ), anti-VEGF - utianje gena za Zilni rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth factor), sFlt-1-
topna macjemu McDonoughovemu sarkomu podobna tirozin kinaza 1(angl. soluble feline McDonough sar-
coma-like tyrosine kinase 1), anti-endoglin - utisanje gena za endoglin, IL-12 - interlevkin-12, IFN-o. - inter-
feron o, GM-CSF - granulocitne in monocitne kolonije spodbujajoci dejavnik (angl. granulocyte macrophage
colony-stimulating factor), PSA - za prostato specifi¢ni antigen, MAGE - gen melanomskega antigena (angl.
melanoma antigen gene).

Strategija genske terapije Transgeni

Zamenjava ali popravilo okvarjenih genov
Genska kemoterapija
Zilno ciljano gensko zdravljenje

Gensko imunolosko zdravljenje

p53, CTS1, anti-Bcl-2, anti-survivin

HSV-tk, CD, CD/HSV-tk; HRP, IAA, iNOS, TNF-o.
anti-VEGF, sFlt-1, anti-endoglin, TNF-q,, IL-12

IL-12, TNF-q,, IFN-0o., GM-CSF, tumorski antigeni: PSA, MAGE

izkazal za Skodljivega (91-93). Genski elek-
troprenos je tako popoln za dostavo IL-12
neposredno v novotvorbe (lokalna dostava),
kar so dokazali v Stevilnih predklini¢nih ra-
ziskavah (87). Lokalna dostava IL-12 z gen-
skim elektroprenosom je dosegla Ze Kkli-
ni¢no fazo preizkuSanja v ZDA. V prvi
kliniéni raziskavi na bolnikih z razsejanim
melanomom so pokazali, da je pristop va-
ren in tudi u¢inkovit, tako lokalno kot tudi
sistemsko, saj so zabeleZili celo oddaljeni
ucinek na nezdravljene zasevke drugje na
telesu (52, 54). Pristop se zdaj razvija naprej
za zdravljenje drugih tipov povrSinskih no-
votvorb in zdruZeno s pembrolizumabom
(94). Poleg tega je pristop pred kratkim od
FDA pridobil poloZaj zdravila sirote za
zdravljenje razsejanega melanoma, ki ni pri-
meren za kirurSko zdravljenje (95).
Zanimivo je, da kljub veliki u¢inkovito-
sti omenjenega pristopa IL-12 ni neposred-
no Skodljiv za rakave celice in deluje iz-
kljuéno preko sproZitve in pospeSitve
imunskega odziva (89). Zato je genski
elektroprenos IL-12 uporaben tudi za do-
dajanje k cepivom (43-45). Trenutno pote-
ka kar nekaj klini¢nih raziskav, v katerih

preizkuSajo genski elektroprenos IL-12 za
spodbujanje imunoloSkega odziva k cepi-
vom za aids in hepatitis (96). Seveda pa je
genski elektroprenos IL-12 ustrezen tudi kot
imunoloski spodbujevalec k cepljenju in situ.

CEPLJENJE IN SITU Z GENSKIM
ELEKTROPRENOSOM

Za uspe3no cepljenje in situ potrebujemo lo-
kalno ablacijsko zdravljenje, ki ga lahko
opravimo z genskim elektroprenosom gena
s citotoksi¢nim produktom. V naSi raziska-
vi smo se odlocili za gen za dejavnik tumor-
ske nekroze o (angl. tumor necrosis factor c,
TNF-a). TNF-o je ime ocitno dobil po spo-
sobnosti, da povzro¢a nekrozo novotvorb.
Kasneje so znanstveniki dolo¢ili, da pov-
zroca apoptozo rakavih celic, zdaj pa postaja
jasno, da celice v prisotnosti TNF-o v bis-
tvu umirajo z nekroptozo, ki je imunogena
oblika programirane celi¢ne smrti. Sicer pa
je TNF-a imunospodbujevalen citokin in je
kot tak trenutno tudi v uporabi v klini¢nem
delu v obliki rekombinantne beljakovine
(97). Poleg spodbujanja imunskega odziva
ima tudi mo¢no neposredno protirakavo de-
lovanje preko citotoksi¢nega u¢inka na ra-
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kave celice in Zilnorazdiralnih u¢inkov (98).
Sistemska dostava TNF-o. je Skodljiva, zato
se trenutno rekombinantni TNF-o v kli-
nicnem delu uporablja samo za izolirano
perfuzijo udov za zdravljenje napredovanih
rakov na okonc¢inah (99-101). V preteklosti
so preizkusili tudi Ze dostavo TNF-o, ome-
jeno na novotvorbo z razli¢nimi pristopi
genskega zdravljenja (102, 103). Med njimi
se je za najucinkovitejSega izkazal TNFerade®
(GenVec Inc.), adenovirusni vektor za izra-
Zanje TNF-o pod nadzorom inducibilnega
promotorja, ki se aktivira z radioterapijo.
TNFerade® je priSel do tretje faze klini¢nih
raziskav za zdravljenje raka trebusne slinav-
ke, vendar je bila njegova ucinkovitost pre-
nizka, da bi priSel v splo$no klini¢no upo-
rabo. Lokalna dostava v novotvorbo pa je
mozZna tudi z genskim elektroprenosom.
Prednost genskega elektroprenosa je,
da lahko vnasamo vec genov hkrati (104, 105).
To pomeni, da lahko hkrati s TNF-o. vnaSamo

d
Sproiéanje IL-12 iz
transfeciranih
fibroblastov

IL-12 plazmidov

Signali nevarmosti (DAMP)

A Tumorski antigeni {TAA)
2 Interlevkin 12 (IL-12)

3 Dendritske celice (DC)
2 Limfociti

Ekspanzija efektorskih

limfocitov specifiénih

za ujete TAA v limfnih
strukturah

TAA iz umirajogih
tumorskih celic

tudi gen za spodbujevalca imunskega odzi-
va. V naSi raziskavi smo izbrali Ze preizkuSen
IL-12. Dodatna prednost uporabe genskega
elektroprenosa za cepljene so imunospodbu-
jevalni ucinki same DNA, ki jo vnaSamo v ce-
lice (100). Kot Ze omenjeno, DNA lahko de-
luje kot pomemben DAMP, Se posebej tuja
DNA. V naS$i raziskovalni skupini v sodelo-
vanju s kolegi z univerze Old Dominion Uni-
versity v Norfolku v ZDA namre¢ ugotav-
ljamo, da gre velik del uspeSnosti genskega
elektroprenosa dejansko pripisati sproZitvi
imunskega odziva proti vneseni tuji DNA
in ne samo izraZanju terapevtske beljakovi-
ne (107, 108). Poleg vnaSanja tuje DNA pa
sproS¢anje DAMP lahko povzroc¢i Ze tudi
sama elektroporacija (109-111).

DOKAZ KONCEPTA

NaS3a hipoteza je, da lahko uspesno ceplje-
nje in situ doseZemo s hkratnim elektropre-
nosom genov za TNF-o in IL-12 (slika 3).

limfociti
/ potujejo do

limfociti
| potujejodo
tumorja

Slika 3. Prikaz cepljenja in situ s hkratnim elektroprenosom genov TNF-o.in IL-12. DAMP - sporocevalci nevarno-
sti (angl. damage-associated molecular pattern), TAA - tumorski antigeni (angl. tumor-associated antigens), DC -
dendritske celice, IL-12 - interlevkin-12, TNF-c. - dejavnik tumorske nekroze o. (angl. turmor necrosis factor o).
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Pri tem naj bi genski elektroprenos TNF-o
igral vlogo lokalnega ablacijskega zdravlje-
nja, ki povzroci cepljenje in situ proti tumor-
skim antigenom, sproS¢enim iz ubitih celic,
genski elektroprenos IL-12 pa kot spodbu-
jevalec imunskega odziva, ki sproZeni imun-
ski odziv pospesi in raz8iri v sistemski ter
trajen odziv (slika 4).

Predviden potek dogodkov po genskem
elektroprenosu TNF-o in IL-12 je prikazan
na sliki 3: izraZanje TNF-o v rakavih celi-
cah povzroc¢i umiranje celic z imunogeno
obliko celi¢ne smrti, kar pomeni, da se hkra-
ti spro$c¢ajo tumorski antigeni in DAMP. Tu-
morske antigene ujamejo dendritske celice,
ki jih pritegnejo DAMP in IL-12, ki se izraZa
iz transfeciranih celic. Dendritske celice
nato potujejo v bezgavke, kjer sproZijo nam-
noZevanje efektorskih limfocitov proti pred-

stavljenim tumorskim antigenom. Nasta-
le imunske celice potem po krvi potujejo
v novotvorbo in v oddaljene zasevke, kjer
napadejo rakave celice.

Hipotezo smo do sedaj preizkusili na
miSjem tumorskem modelu melanoma (112).
Rezultati so potrdili izvedljivost pristopa,
saj smo v zdravljenih novotvorbah dokaza-
li izraZanje obeh citokinov, kar je pov-
zrocilo izrazit zaostanek v rasti novotvorb
v zdravljeni skupini, podaljSano preZivetje
in skoraj 80 9% popolnih ozdravitev. Spro-
Zitev protirakavega imunskega odziva je po-
trdil obseZen vdor efektorskih limfocitov
v zdravljene novotvorbe in namnoZevanje
efektorskih limfocitov v bezgavkah. Vse oz-
dravljene Zivali so tudi zavrnile nastanek
novotvorb po ponovnem izzivu z rakavimi
celicami 100 dni po izginotju novotvorb

Slika 4. Sistemski ucinki po lokalnem zdravljenju. Pri bolniku z razsejano boleznijo z lokalnim zdravljenjem
primarne novotvorbe sproZimo sistemski imunski odziv proti rakavim celicam in s tem uni€enje zasevkov

ter popolno ozdravitev bolnika.
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(primerljivo petletnemu preZivetju pri lju-
deh), kar nakazuje na nastanek imunskega
spomina. Poleg tega je pri vseh ozdravlje-
nih miSih na mestu, kjer je bila novotvor-
ba, prislo do razbarvanja dlake oz. vitiliga.
To je lokalen avtoimunski odziv, ki je prav-
zaprav dokaz uspeSnosti cepljenja in situ, saj
je oCitno priSlo do razSiritve imunskega od-
ziva proti rakavim celicam, ki vsebujejo veli-
ko melanina, na normalne melanocite (113).

ODPRTA VPRASANJA

Ucinkovitost cepljenja in situ s hkratnim
genskim elektroprenosom TNF-a in IL-12
smo torej dokazali, vendar za zdaj samo na
enem tumorskem modelu, tj. miSjem mela-
nomu. Odprto ostaja vprasanje, ali je pristop
ucinkovit tudi na drugih mi§jih modelih
raka in pa predvsem, na katere tipe ¢love-
Skega raka je moZen prenos tega znanja. Ker
pri cepljenju in situ izkoriS8¢amo lastne tu-
morske antigene, ima pristop naceloma
moznost za u€inkovitost proti razli¢nim ti-
pom raka.

Na uspe$nost imunoloSkega zdravljenja
na splosno vpliva predvsem antigenost no-
votvorbe (tj. sposobnost povzrociti pridob-
ljen imunski odziv) in njeno mikrookolje
(114, 115). V zadnjem desetletju se je poja-
vila preprosta delitev novotvorb glede na
mikrookolje v »hladne« in »vroce« na podla-
gi ravni vdora imunskih celic v novotvorbo,
kar odraZza, ali imunski sistem prepoznava
in se bori proti novotvorbi ali ne (116). Vroci
tumorji vsebujejo veliko Stevilo imunskih
celic, hladni pa malo. Vdor imunskih celic
v novotvorbe je posledica njene tujosti oz.
antigenosti, ki pa je odvisna od mutacij-
skega bremena. Novotvorbe z visokim
bremenom so mocno spremenjene, zato jih
imunski sistem laZje zazna in vanje vdre
vec¢ imunskih celic. TakSne novotvorbe lah-
ko skozi postopek imunskega preurejanja
(angl. immunoediting) hitro postanejo imun-
sko zavrte oz. sekundarno hladne (5). Po
drugi strani pa so lahko novotvorbe tudi in-
trinzi¢no hladne, ker imajo nizko mutacij-

sko breme in jih imunski sistem niti ne zaz-
na. Zapletena je tudi dolocitev antigenosti
novotvorbe, ki ne vkljucuje samo mutacij-
skega bremena, ampak tudi morebitne
spremembe, ki so skozi proces imunskega
preurejanja naredile novotvorbo manj an-
tigeno. Najbolj znana prilagoditev visoko
mutiranih novotvorb je npr. zmanjSano
izraZanje poglavitnega kompleksa tkivne
skladnosti razreda 1 (angl. major histocom-
patibility complex class 1, MHC 1) na raka-
vih celicah in s tem skrivanje mutiranih
antigenov, t.i. neoantigenov, pred imunskim
sistemom (117).

Z zdravljenjem, kot je cepljenje in situ,
ki izkoriS¢a lastne tumorske antigene, tako
ne moremo pozdraviti novotvorb, ki so in-
trinzi¢no hladne. Primerna pa je za novo-
tvorbe z velikim Stevilom neoantigenov.
Ce takdna novotvorba ne vsebuje veliko
imunskih celic, je smiselno dodati spodbu-
jevalce imunskega odziva. Ce pa novotvor-
ba z velikim Stevilom neoantigenov vsebuje
malo imunskih celic, ker je o€itno Ze posta-
la sekundarno hladna, je smiselno zdruZeno
zdravljenje z zaviralci imunskih kontrolnih
tock (slika 5) (118). S podobnimi dvomi se
zdravniki soocajo tudi pri ostalih pristopih
imunoloSkega zdravljenja. Danes se zato ve-
liko pozornosti na podroc¢ju imunoonkolo-
gije namenja iskanju ustreznih napovednih
dejavnikov, ki bodo onkologom v pomo¢ pri
odloc¢anju o zdravljenju (119).

ZAKLJUCEK

Cepljenje in situ je oblika terapevtskega cep-
ljenja, pri kateri izkoristimo bolniku last-
ne tumorske antigene, tako da z zdravlje-
njem sproZzimo imunski odziv neposredno
v novotvorbi. Na Oddelku za eksperimen-
talno onkologijo smo predlagali in tudi do-
kazali, da lahko cepljenje in situ doseZemo
z genskim elektroprenosom TNF-o in IL-12,
kjer TNF-a igra vlogo lokalnega ablacij-
skega zdravljenja, ki povzroci cepljenje in
situ proti tumorskim antigenom, sprosce-
nim iz ubitih rakavih celic, genski elektro-
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Slika 5. Izbor imunoloskega zdravljenja glede na vrsto novotvorbe (777). IL-2 - interlevkin-2, IFN-co. - in-
terferon o, GM-CSF - granulocitne in monocitne kolonije spodbujajoci dejavnik (angl. granulocyte macrop-
hage colony-stimulating factor), IL-12 - interlevkin-12, CTLA-4 - antigen citotoksi¢nih limfocitov T 4 (angl.
cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4), PD-1 - beljakovina programirane celi¢ne smrti 1 (angl. pro-
grammed cell death protein 1), PD-L1 - ligand beljakovine programirane celi¢ne smrti 1 (angl. programmed
cell death protein ligand 1), IDO - indolamin 2,3-dioksigenaza, MDSC - mieloidne zaviralne celice (angl. mye-
loid-derived suppressor cells), Treg - regulatorni limfocit T (angl. regulatory T-cells).

prenos IL-12 pa je spodbujevalec imunskega
odziva, ki Ze sproZeni imunski odziv pos-
pesi in razSiri v sistemski ter trajen odziv.

Genski elektroprenos je najuspesnejsi
nacin lokalnega vnosa genov, zapisanih
na plazmidih, in vivo, ki se hitro pribliZuje
klini¢ni uporabi (54). Uporaben je tako za
cepljenje kot tudi lokalno ciljanje zaradi pro-
storske natancnosti, ki jo zagotavlja elek-
troporacija. Slednja ima Ze dolgo zgodovino
Kklini¢ne uporabe v elektrokemoterapiji (32).
Plazmide je po drugi strani treba Sele vpe-
ljati v klini¢no uporabo, pri ¢emer moramo
upoStevati stroge zahteve nadzornih agencij.
Pripraviti moramo plazmide brez genov za
odpornost proti antibiotikom in pripravljeni
morajo biti v pogojih t.i. dobre proizvodne
prakse. Zato Zelimo v na$i raziskovalni sku-
pini v sodelovanju z drugimi slovenskimi
znanstveniki in industrijo ustvariti ploS¢ad
Za prenos znanja, ki bo povezovala strokov-
njake z razli¢nih podro¢ij: strokovnjake, ki

nacrtujejo nove plazmide, strokovnjake, ki
proizvajajo te plazmide v klini¢ni kakovosti,
strokovnjake, ki nacrtujejo elektoporatorje, in
strokovnjake, ki vse to preizkuSajo v predkli-
ni¢nih raziskavah. Na$ skupen cilj bo pripe-
ljati pristop do klini¢ne uporabe, kjer bomo
lahko z lokalnim zdravljenjem primarne no-
votvorbe sproZili sistemski imunski odziv pro-
ti rakavim celicam in s tem unicenje zasevkov
ter popolno ozdravitev bolnika (slika 4).

VIRI FINANCIRANJA

Raziskave so bile izvedene v okviru projek-
ta J3-4259, ki ga financira Javna agencija
za raziskovalno dejavnost republike Slove-
nije v sklopu programa P3-0003. Delo je
potekalo v sklopu LEA-EBAM (Francosko-
slovenski zdruZeni evropski laboratorij za
aplikacije pulznih elektri¢nih polj v biologi-
ji in medicini). NaloZbo sta sofinancirala
Republika Slovenija in Evropski sklad za
regionalni razvoj.
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