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nekro�ze�α,�in�ter�lev�kin-12

Rak�je�sku�pi�na�si�stem�skih�bo�lez�ni,�ki�jim�je�skup�na�mot�nja�v�de�lo�va�nju�imun�ske�ga�si�-
ste�ma.�Raz�lični�imu�no�te�ra�pevt�ski�pristopi�stre�mi�jo�k�sprožitvi�oz.�po�nov�ni�sprožitvi�ali
pa�k�pos�pešitvi�de�lo�va�nja�imun�ske�ga�si�ste�ma�v�boju�pro�ti�raku.�Eden�iz�med�bolj�ro�bust�-
nih�to�vrst�nih�pri�sto�pov�je�t. i.�cep�lje�nje in situ,�kjer�z�raz�ličnimi�ab�la�cij�ski�mi�načini�zdrav�-
lje�nja�sprožimo�imunski�od�ziv�pro�ti�tu�mor�skim�an�ti�ge�nom,�ki�se�spro�sti�jo�iz�umi�ra�jočih
ra�ka�vih�ce�lic.�Da�bi�do�se�gli�si�stem�ski�in�tra�jen�od�go�vor,�je�te�načine�zdrav�lje�nja�tre�ba�združiti
s�ta�ki�mi,�ki�pos�pešuje�jo�de�lo�va�nje�bol�ni�ko�ve�ga�imun�ske�ga�si�ste�ma.�Na Od�del�ku�za�eks�-
pe�ri�mental�no�on�ko�lo�gi�jo�On�ko�loškega�inšti�tu�ta�Ljub�lja�na�se�uk�var�ja�mo�z�ob�li�ko�gen�ske�-
ga�zdrav�lje�nja,�t. i.�gen�skim�elek�tro�pre�no�som,�ki�je�pri�me�ren�tako�za�sprožitev�cep�lje�nja
in situ kot�tudi�za�pos�pešitev�imun�ske�ga�si�ste�ma.�Pred�krat�kim�smo�na�mišjem�mo�de�lu
raka�do�ka�za�li,�da�lah�ko�cep�lje�nje�in situ do�sežemo�z�gen�skim�elek�tro�pre�no�som�plaz�mid�-
nih�vek�tor�jev z�za�pi�som�za�de�jav�nik�tu�mor�ske�ne�kro�ze�α in�za�in�ter�lev�kin-12.�V�pri�hodnje
želi�mo�opi�san�pri�stop�in�po�dob�ne�načine�zdrav�lje�nja,�ki�te�me�lji�jo�na�gen�skem�elek�tropre�-
no�su,�pri�pe�lja�ti�do�kli�nične�upo�ra�be.�Tu�pa�os�ta�ja�od�pr�to�vprašanje�pri�pra�ve�plaz�mid�nih
vek�tor�jev�v�ka�ko�vo�sti,�pri�mer�ni�za�kli�nično�upo�ra�bo,�in�iz�bo�ra�us�trez�nih�bol�ni�kov,�ki�jim
bo�takšen�pri�stop�kar�naj�bolj�ko�ri�stil.
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factor α,�in�ter�lev�kin-12

Can�cer�is�a�group�of�syste�mic�di�sea�ses�that�in�vol�ve�mal�func�tions�of�the�im�mu�ne�system.
Dif�fe�rent�types�of�im�mu�not�he�rapy�aim�to�reac�ti�va�te�or�sti�mu�la�te�an�ti�cancer�im�mu�nity.
A�more�ro�bust�im�mu�not�he�ra�peu�tic�ap�proach�is�a�so-cal�led�in situ vac�ci�na�tion,�whe�re�va�-
ri�ous�lo�cal�ab�la�ti�ve�the�ra�pies�are�used�to�in�du�ce�a�spe�ci�fic�im�mu�ne�res�pon�se�against�tu�-
mor�an�ti�gens�re�lea�sed�from�dying�tu�mor�cells.�To�ac�hie�ve�a�systemic�and�du�rab�le�res�pon�se,
the�se�the�ra�pies�need�to�be�com�bi�ned�with�im�mu�ne�ad�ju�vants.�At�the�De�part�ment�of�Ex�-
pe�ri�men�tal�On�co�logy,�at�the�In�sti�tu�te�of�On�co�logy�in�Ljub�lja�na,�we�are�ex�plo�ring�a�form
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V�član�ku�je�po�drob�ne�je�opi�san�po�sto�pekgen�-
ske�ga elek�tro�pre�no�sa�s�pou�dar�kom�na�plaz�-
mid�nih�vek�tor�jih,�ki�jih�pri�tem�upo�rab�lja�mo.
Pri�za�de�va�mo� si� na�mreč� pripraviti� last�ne
plaz�mid�ne�vek�tor�je�nove�genera�ci�je,�s�ka�-
te�ri�mi�želi�mo�za�go�to�vi�ti�boljše�ci�lja�nje�in
učin�ko�vi�tost�zdrav�lje�nja,�pred�vsem�pa�sklad�-
nost�z�var�nost�ni�mi�pri�po�ročili�gle�de�upo�-
ra�be� an�ti�bio�ti�kov� pri� kli�nično� upo�rab�nih
plaz�mi�dih.�Na�kon�cu�je�opi�sa�na�še�upo�raba
gen�ske�ga�elek�tro�pre�no�sa�za�ceplje�nje in situ.

IMUNOLOšKO ZDRavLJENJE RaKa
Rak�je�sku�pi�na�si�stem�skih�bo�lez�ni,�ki�jim�je
skup�na�mot�nja�v�de�lo�va�nju�imun�ske�ga�si�-
ste�ma.�V�pro�ce�su�na�stan�ka�in�raz�vo�ja�raka
se�tu�mor�ske�ce�li�ce�us�pe�jo�izog�ni�ti�pre�poz�-
na�va�nju�in�od�stra�ni�tvi�s�stra�ni�imun�ske�ga
si�ste�ma� (5–7).� Raz�lični� pri�sto�pi� imu�no�-
loškega�zdrav�lje�nja�stre�mi�jo�k�sproženju�oz.
po�nov�nem�sproženju�ali�pa�k�pos�pešitvi�de�-
lo�va�nja�imun�ske�ga�si�ste�ma�v�boju�pro�ti�raku
(8, 9).�Tre�nut�no�v�pred�kli�ničnih�in�kli�ničnih
ra�zi�ska�vah�preiz�kušajo�šte�vil�ne�takšne�pri�-
sto�pe�(10, 11).�Ne�kaj�jih�je�že�odo�bre�nih�za
kli�nično�upo�ra�bo:�od�pro�ti�te�les,�ki�de�lu�jejo
kot�za�vi�ral�ci�imun�skih�kon�trol�nih�točk�(npr.
ipi�li�mu�mab,� ni�vo�lu�mab,� pem�bro�li�zu�mab,
ate�zo�li�zu�mab,� dur�va�lu�mab),� do� raz�ličnih
vrst�ce�ličnega�zdrav�lje�nja,�kot�so�npr.�ce�lično
cepivo�Pro�ven�ge� in� zdrav�lje�nje� z� gen�sko
spre�me�nje�ni�mi�ce�li�ca�mi�T,�ki�izražajo�hi�-
mer�ni�an�ti�gen�ski�re�cep�tor�(angl.�chi me ric an -
ti gen re cep tor T-cell,�CAR-T).�Med�te�spa�da�jo
npr.�Kymriah®�in�Yes�car�ta®�(12).�
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of�gene�the�rapy�cal�led�gene�elec�tro�trans�fer,�which�can�be�used�to�in�du�ce�in situ vac�ci�na�-
tion�and�sti�mu�la�te�the�im�mu�ne�res�pon�se.�Re�cently,�we�pro�ved�the�ef�fec�ti�ve�ness�of�con�-
co�mi�tant�gene�elec�tro�trans�fer�of�pla�smid�vec�tors�en�co�ding�tu�mor�ne�cro�sis�fac�tor�α and
in�ter�leu�kin-12�in�a�mou�se�me�la�no�ma�tu�mor�mo�del.�In�this�approach,�the�tu�mor�ne�cro�-
sis�fac�tor�α acts�as�a�lo�cal�ab�la�ti�ve�the�rapy�and�in�ter�leu�kin-12�as�an�im�mu�no�lo�gi�cal�ad�-
ju�vant.�In�the�fu�tu�re,�we�want�to�bring�this�and�si�mi�lar�gene�elec�tro�trans�fer�ap�proac�hes
into�cli�ni�cal�prac�ti�ce.�But�first�we�have�to�tac�kle�the�prob�lem�of�cli�ni�cal�gra�de�pla�smid
vec�tor�de�sign�and�se�lec�tion�of�ap�pro�pria�te�pa�tients�that�would�be�ne�fit�the�most�from�the
pro�po�sed�ap�proach.

UvOD
Tre�nut�ni�po�stop�ki�za�zdrav�lje�nje�raka�so�lah�-
ko�zelo�učin�ko�vi�ti,�am�pak�v�mno�gih�pri�me�-
rih�ne�us�pe�jo�po�pol�noma�oz�dra�vi�ti�bo�lez�-
ni.�Za�sev�ki�so�od�go�vor�ni�za�več�kot�90%
vseh�smr�ti�za�ra�di�raka�(1).�Da�bi�poz�dra�vi�-
li�razse�ja�no�bo�le�zen,�bi�mo�ral�imun�ski�si�-
stem�pre�poz�na�ti�in�od�stra�ni�ti�ra�ka�ve�ce�lice
po�celem�te�le�su.�Čeprav�pri�ra�ka�vih�bol�ni�-
kih�naj�de�mo�imun�ske�ce�li�ce,�uper�je�ne�pro�-
ti�tu�mor�skim�an�ti�ge�nom, nam�dejs�tvo,�da
rak�kljub�temu�vznik�ne,�pove,�da�je�imun�-
ski�si�stem�za�ta�jil�(2, 3).�Ideal�no�zdrav�lje�nje
bi�to�rej�mo�ra�lo�spro�sti�ti�tu�mor�ske�anti�ge�-
ne�in�hkra�ti�pu�sti�ti�imun�ske�mu�si�stemu,�da
se�bori�pro�ti�ra�ka�vim�ce�li�cam.�Izkoriščanje
bol�ni�ko�ve�ga�last�ne�ga�imun�ske�ga�si�ste�ma�za
boj�pro�ti�raku�je�tre�nut�no�naj�bolj�obe�tav�no
in�tudi�us�pešno�on�ko�loško�po�dročje.�Eden
iz�med�bolj�ro�bust�nih�to�vrst�nih�pri�sto�pov�je
t. i.�cep�lje�nje in situ (angl.�in situ vac ci na tion),
kjer�z�raz�ličnimi�ablacij�ski�mi�načini�zdrav�-
lje�nja�sprožimo�imun�ski�od�ziv�pro�ti�tumor�-
skim�an�ti�ge�nom,�ki�se�spro�sti�jo�iz�umi�ra�-
jočih�ra�ka�vih�ce�lic.�Da�bi�do�se�gli�si�stem�ski
in�tra�jen�od�go�vor,�je�takšno�zdrav�lje�nje tre�-
ba�združiti�z�zdrav�lje�njem,�ki�pos�pešuje�de�-
lo�va�nje�bol�ni�ko�ve�ga�last�ne�ga�imun�ske�ga�si�-
ste�ma�ali�pa�pre�prečuje�imun�sko�za�vrt�je.�

Na�Od�del�ku�za�eks�pe�ri�men�tal�no�on�ko�-
lo�gi�jo�On�ko�loškega�inšti�tu�ta�Ljub�lja�na�se
uk�var�ja�mo�z�ob�li�ko�gen�ske�ga�zdrav�lje�nja,
ime�no�va�ne�ga�gen�ski�elek�tro�pre�nos, ki�je�pri�-
me�ren�tako�za�sprožitev�cep�ljenja in situ kot
tudi�za�pos�pešitev�imun�ske�ga�si�ste�ma�(4).
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Imu no loš ka na ra va pro ti ra ka vih
na či nov zdrav lje nja
Z�us�pe�hom�no�vih�imu�no�loških�pri�sto�pov�je
po�sta�lo�tudi�ja�sno,�da�je�imun�ski�si�stemvple�-
ten v�pro�ti�ra�ka�vo�de�lo�va�nje�ne�ka�te�rih�kli�-
nično� uve�ljav�lje�nih� te�ra�pij� raka,� kot� sta
ra�dio�te�ra�pi�ja�in�ke�mo�te�ra�pi�ja�(13). Prav�za�-
prav�mora� prav� vsa�ko� re�snično� us�pešno
zdravljenje�ime�ti�tudi�vpliv�na�imun�ski�si�-
stem.�S�tem�lah�ko�po�ja�sni�mo�po�pol�ne�oz�-
dra�vi�tve�po�to�vrst�nem�zdrav�lje�nju,�za�ka�te�re
je� po�treb�no� uničenje� čisto� vseh� ra�ka�vih
celic.�Učinki�so�na�mreč�vid�ni�tudi�na�ti�stih
ce�li�cah,�ki�niso�bile�ne�po�sred�no�iz�po�stav�-
lje�ne� zdravlje�nju,� kar� ime�nu�je�mo� po�sre�-
dovani�(angl.�bystan der)�učinek,�včasih�pa
iz�gi�ne�jo�tudi�od�da�lje�ni�nez�drav�lje�ni�za�sev�-
ki,�kar�ime�nu�je�mo�od�da�lje�ni�(angl.�abs co pal)
učinek.�Pred�la�gan�me�ha�ni�zem�teh�učin�kov
je,�da�zdrav�lje�nje�sproži�po�seb�no�imu�no�geno
ob�li�ko�ce�lične�smr�ti,�ki�nato�sproži�imun�-
ski�od�ziv�pro�ti�ra�ka�vim�ce�li�cam�(14–17).

Izraz�imu�no�ge�na�ce�lična�smrt�so�vpelja�-
li�v�zad�njem�de�set�let�ju,�da�bi�z�njim�oz�načili
po�seb�no�funk�cio�nal�no�ob�li�ko�pro�gra�mi�ra�-
ne�ce�lične�smr�ti,�ki�lah�ko�pov�zroči�na�sta�-
nek�vnet�ne�ga�od�zi�va�brez�pri�sot�no�sti�pa�to�-
ge�nov�(17, 18). Pri�imu�no�ge�ni�ce�lični�smr�ti
se�iz�umi�ra�jočih�ce�lic�hkra�ti�s�tu�mor�ski�mi
an�ti�ge�ni�sprošča�cela�vr�sta�imu�nos�pod�bu�-
je�val�nih�spo�ročeval�cev�ne�var�no�sti�oz.� t. i.
s�poškod�bo�po�ve�za�nih�mo�le�ku�lar�nih�vzorcev
(angl.�da ma ge-as so cia ted mo le cu lar patterns,
DAMP)� (19).�DAMP�so� v� bis�tvu�običajne
zno�traj�ce�lične�mo�le�ku�le,�ki�se�spro�sti�jo�iz
ce�li�ce�ali�se�iz�po�sta�vi�jo�na�ce�lični�mem�bra�-
ni�pri� imu�no�ge�nih�ob�li�kah�ce�lične�smr�ti.
Tri iz�med�teh�mo�le�kul�so�iz�bra�li�kot�naj�po�-
memb�nejše� oz�načeval�ce� imuno�ge�ne� ce�-
lične�smr�ti:�ka�lre�ti�ku�lin,�iz�po�stav�ljen�na�ce�-
lični�mem�bra�ni,�kro�ma�tin�ska�be�lja�ko�vi�na
HMGB1�(angl.�high mo bi lity group box 1)�in
zu�naj�ce�lični�ATP�(18).�Kot�zelo�po�mem�ben
DAMP�lah�ko�na�sto�pa�tudi�DNA,�sproščena
iz�je�der�umi�ra�jočih�ce�lic�(20–22).�

Sposob�nost�proženja�imu�no�ge�ne�celične
smr�ti�so�že�pri�pi�sa�li�ne�ka�te�rim�us�ta�lje�nim

te�ra�pi�jam�raka,�kot�so�npr.�ke�mo�te�ra�pev�ti�ki
docetaksel,�paklitaksel,�doksorubicin�in radio�-
te�ra�pi�ja (10, 23).�Ra�ka�ve�ce�li�ce�po�upo�ra�bi
teh�vrst�zdrav�lje�nja�to�rej�umi�ra�jo�z�imu�no�-
geno�ob�li�ko�ce�lične�smr�ti,�kar�lah�ko�pri�ve�-
de�do�na�stan�ka�si�stem�ske�ga�pri�dob�lje�ne�ga
imun�ske�ga�od�zi�va�pro�ti�tu�mor�skim�an�ti�ge�-
nom,�sproščenim�iz�umi�ra�jočih�ce�lic.�Takšno
zdrav�lje�nje�to�rej�prav�za�prav�de�lu�je�kot�ne�-
kakšno�ce�pi�vo (23–25).

CEPLJENJE IN SITU
Med�načini�imu�no�loškega�zdrav�lje�nja�raka,
ki�so�se�raz�vi�li�v�zad�njih�de�set�let�jih,�je tudi
te�ra�pevt�sko� cep�lje�nje,� na�me�nje�no� zdrav�-
lje�nju�že�pri�sot�ne�bo�lez�ni.�Raz�voj�pro�ti�ra�-
ka�vih�te�ra�pevt�skih�ce�piv�te�me�lji�na�dejs�tvu,
da�ra�ka�ve�ce�li�ce�izražajo�tu�mor�ske�an�ti�ge�-
ne,�ki�jih�lah�ko�upo�ra�bi�mo�kot�tarče�za�pri�-
pra�vo�ce�piv.�Običajno�te�ra�pevt�sko�cep�lje�nje
za�zdrav�lje�nje�raka�je�obraz�loženo�kot�do�-
sta�va�iz�bra�nih�tu�mor�skih�an�ti�ge�nov,�pro�ti
ka�te�rim�lah�ko�telo�sproži�pri�dob�lje�ni�imun�-
ski�od�ziv�(26).�Čeprav�se�sliši�zelo�obe�tav�-
no,�se�pri�stop�v�kli�nični�upo�ra�bi�ni�iz�ka�zal
za�us�pešnega,�pred�vsem�za�ra�di�po�manj�ka�-
nja�vses�plošnih�tu�mor�skih�an�ti�ge�nov�in�za�-
ple�te�no�sti�ter�cene�pri�pra�ve�po�sa�mez�ni�ku
pri�la�go�je�nih�ce�piv�ex vivo (27, 28).

Na� pod�la�gi� zgo�raj� opi�sa�nih� imu�no�-
loških�učin�kov�uve�ljav�lje�nih�te�ra�pij�raka�so
se�po�ja�vi�le�ide�je,�da�bi�ta�po�jav�iz�ko�ri�sti�li
za�cep�lje�nje,�tako�da�bi�z�zdrav�lje�njem�iz�-
zva�li�imun�ski�od�ziv�ne�po�sred�no�v�no�vo�tvor�-
bi,�in situ (15, 28).�Tako�bi�lah�ko�iz�ko�ri�sti�li
šte�vil�ne�bol�ni�ko�ve�last�ne�tu�mor�ske�an�ti�ge�-
ne�in�ne�samo�ne�katerih�iz�bra�nih,�kot�pri
običaj�nih�te�ra�pevt�skih�ce�pi�vih.�Za�pri�stop
se� je�pri�jel� izraz�cep�lje�nje in situ.�Glav�na
pred�nost�pri�sto�pa�je,�da�iz�ko�riščamo�bol�ni�-
ko�ve�last�ne�tu�mor�ske�an�ti�ge�ne,�zato�bi�bil
pri�stop�lah�ko�pri�me�ren�za�zdrav�lje�nje�raz�-
ličnih�ti�pov�raka.

Za�cep�lje�nje�in situ so�pri�mer�ne�pred�-
vsem�raz�lične�vr�ste�lo�kal�ne�ga�ab�la�cij�ske�ga
zdrav�lje�nja,�od�do�bro�uve�ljav�lje�ne�ra�dio�te�-
ra�pi�je�do�no�vejših�pri�sto�pov,�kot�so�on�ko�-
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li�tični�vi�ru�si,�ra�dio�frek�venčna-�in�kri�oab�la�-
ci�ja�itd.�(28–30). V�naši�ra�zi�sko�val�ni�sku�pini
smo�pred�ne�kaj�leti�pred�la�ga�li,�da�bi�lahko
za�cep�lje�nje�in situ upo�ra�bi�li�elek�tro�ke�mote�-
ra�pi�jo,�s�ka�te�ro�se�že�vr�sto�let�uk�var�ja�mo�(25).

Elek�tro�ke�mo�te�ra�pi�jo� smo� na� On�ko�-
loškem�inšti�tu�tu�med�pr�vi�mi�na�sve�tu�izva�-
ja�li�pri�kli�ničnem�delu,�se�daj�pa�je�že priznan
lo�kal�ni�ab�la�cij�ski�način�zdrav�lje�nja,�ki�se�iz�-
va�ja� v� 160� zdravs�tve�nih� sre�diščih� širom
Evro�pe�(31, 32).�Po�sto�pek�te�me�lji�na�upo�ra�-
bi�elek�tro�po�ra�ci�je,�ki�je�fi�zi�kal�ni�po�sto�pek,
kjer�z�do�va�ja�njem�krat�kih�vi�so�ko�na�pe�tost�-
nih�elek�tričnih�pul�zov�lo�kal�no�omo�gočimo
pre�ha�ja�nje�mo�le�kul,�za�ka�te�re�je�si�cer�ce�lična
mem�bra�na�sla�bo�pre�pust�na�(33).�Pri�elektro�-
ke�mo�te�ra�pi�ji�so�te�mo�le�ku�le�raz�lični�kemo�-
te�ra�pev�ti�ki�oz.�ci�to�sta�ti�ki,�pred�vsem�cisplatin
in�bleo�mi�cin,�lah�ko�pa�vnašamo�tudi�gen�-
ski�ma�te�rial,�kar�ime�nu�je�mo�gen�ski�elek�tro�-
pre�nos�(sli�ka�1).�

Imu no loš ki spod bu je val ci
pri cep lje nju in situ
Kot�pri�po�dob�nih�ab�la�cij�skih�zdrav�lje�njih�je
v�pro�ti�ra�ka�vo�de�lo�va�nje�elek�tro�ke�mo�te�ra�pije

vple�ten�imun�ski�si�stem,�kar�do�ka�zu�je�večja
učin�ko�vi�tost�zdrav�lje�nja�na�imun�sko�od�ziv�-
nih�miših�v�pri�mer�ja�vi�z�imun�sko�za�vr�ti�mi
(34).�Do�ka�za�no�je�tudi�po�večano�vdi�ra�nje�an�-
ti�gen�pred�sta�vi�tve�nih�ce�lic�na�me�sto�zdrav�-
lje�nja�(35, 36).�Ven�dar�pa�v�kli�ničnem�delu
os�ta�ja�elek�tro�ke�mo�te�ra�pi�ja�še�ved�no�lo�kal�-
ni�ab�la�cij�ski�po�sto�pek�s�si�cer�zelo�vi�so�ko�lo�-
kal�no�učin�ko�vi�tost�jo,�toda�brez�do�ka�za�ne�si�-
stem�ske�učin�ko�vi�to�sti�(37).�Po�dob�no�ve�lja
za�os�ta�le�načine�zdrav�lje�nja,�ki�so�jih�pred�-
la�ga�li�za�cep�lje�nje in situ (38).�Zgo�raj�opi�-
sa�ni� imu�no�loški�učinki�us�ta�lje�nih� te�ra�pij
raka�so�na�mreč�re�dek�po�jav:�npr.�od�da�lje�ni
učinek�je�do�bro�do�ku�men�ti�ran�samo�po�ra�-
dio�te�ra�pi�ji�(39, 40).�To�po�me�ni,�da�je�cep�-
ljenju� in situ tre�ba� do�da�ti� spod�bu�je�val�ce
imun�ske�ga�si�ste�ma,�ali�pa,�če�je�že�prišlo�do
imun�ske�ga� za�vrt�ja,� an�tagoni�ste� za�vrt�ja.
Z�is�tim�na�me�nom�se�v�pro�to�ko�lih�običaj�-
nega�te�ra�pevt�ske�ga�cep�lje�na�po�go�sto�upo�-
rab�lja�jo�raz�lični�imu�no�loški�spod�bu�je�val�ci,
naj�po�go�ste�je�ci�to�ki�ni,�ki�vo�di�jo�na�sta�li imun�-
ski�od�ziv�v�pra�vo�smer�(41).�Eden�iz�med�naj�-
po�go�ste�je�upo�rab�lje�nih�imu�noloških�spod�-
bu�je�val�cev�je�ci�to�kin�in�ter�lev�kin-12�(IL-12),
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Sli ka 1. Elek�tro�ke�mo�te�ra�pi�ja�in�gen�ski�elek�tro�pre�nos�(26).�E�–�električno�polje.

a

i�in

mr20_1_Mr10_2.qxd  23.3.2020  10:27  Page 8



eden�na�jučin�ko�vi�tejših�načinov�za�nje�gov
vnos�pa�je�že�ome�nje�ni�gen�ski�elek�tro�pre�-
nos�(42–45).

GENSKI ELEKTROPRENOS
Gen�ski� elek�tro�pre�nos� je� ob�li�ka� gen�ske�ga
zdrav�lje�nja,�ki�je�opre�de�lje�na�kot�vnosgenov,
t. i.�trans�ge�nov,�v�ce�li�ce�bol�ni�ka�za�do�se�ganje
zdra�vil�ne�ga�učinka�(46–48).�Gen�sko�zdrav�-
lje�nje�de�li�mo�gle�de�na�vek�tor�je�za�vnos�ge�-
nov�na�vi�ru�sne�pri�sto�pe�(t. i.�trans�duk�ci�ja)
in�ne�vi�ru�sne�pri�sto�pe�(t. i.�trans�fek�ci�ja). Dru�-
ga�de�li�tev�gen�ske�ga�zdrav�ljenja�pa�je�gle�-
de�na�način�do�sta�ve:�na�po�stop�ke ex vivo in
in vivo.�Pri�po�stop�kih ex vivo ce�li�ce,�od�vze�-
te�iz�bol�ni�kov,�gen�sko�spre�me�ni�mo�v�ce�lični
kul�tu�ri�in�jih�nato�vr�ne�mo�na�zaj�v�telo�bol�-
ni�kov.�Pri�po�stop�kih�in vivo pa�zdrav�lje�nje
iz�ve�de�mo�z�ne�po�sred�nim�vno�som�gen�ske�-

ga�ma�te�ria�la�v�telo.�Gen�ski�elek�tro�pre�nos
je�na�jus�pešnejši�ne�vi�ru�sni�po�sto�pek�gen�ske�-
ga�zdrav�lje�nja,�ki�omo�goča�lo�kal�no�in vivo
do�sta�vo�gen�ske�ga�ma�te�ria�la�v�tki�va,�kot�so
koža,�mišice�in�tudi�no�vo�tvor�be�(4, 49).

Po�sto�pek�gen�ske�ga�elek�tro�preno�sa�omo�-
goča�dva�načina�gen�ske�ga�zdrav�lje�nja,�si�-
stem�sko� in� lo�kal�no� zdrav�lje�nje.� Ka�dar
želi�mo�si�stem�sko�izražanje,�lah�ko�trans�fe�-
ci�ra�mo�mišice�ali�kožo,�ki�po�tem�de�lu�je�jo
kot�bio�loške�to�var�ne�za�proi�zvod�njo�trans�-
ge�na� (50, 51).� Takšen� si�stem�ski� način� je
obetaven�za�proi�zvod�njo�ci�to�ki�nov�in�cep�-
lje�nje�z�DNA�(angl.�DNA vac ci na tion).�Po
dru�gi�sta�ni�pa�nam�po�sto�pek�gen�ske�ga elek�-
tro�pre�no�sa�za�ra�di�pro�stor�ske�na�tančno�sti,
ki�jo�za�go�tav�lja�elek�tro�po�ra�ci�ja,�omo�goča
tudi�lo�kal�ni�način,�ki�je�pri�me�ren�za�ci�ljanje
ra�ka�vih�ce�lic�ali�žilja�no�vo�tvor�be.�Us�pešnost

9Med�Razgl.�2020;�59�(1):

Sli ka 2. Se�sta�va�plaz�mid�nih�vek�tor�jev.�Eks�pre�sij�sko�ka�se�to�se�stav�lja�jo�pro�mo�tor,�trans�gen,�za�po�red�je�za
ko�nec�pre�pi�so�va�nja�in�po�lia�de�ni�la�cij�sko�za�po�red�je.�Bak�te�rij�sko�ogrod�je�je�se�stav�lje�no�iz�me�sta�za�začetek
pod�vo�je�va�nja�(angl.�ori gin of re pli ca tion, ORI)�in�gena�za�od�por�nost�pro�ti�an�ti�bio�ti�ku�s svo�jim�pro�mo�tor�-
jem�in�za�po�red�jem�za�konec�pre�pi�so�va�nja.�Bp –�baz�ni�par.�

mr20_1_Mr10_2.qxd  23.3.2020  10:27  Page 9



tako�lo�kal�ne�ga�kot�si�stem�ske�ga�načina�je
bila�že�do�ka�za�na�v�šte�vil�nih�pred�kli�ničnih
ra�zi�ska�vah,�tako�da�je�po�sto�pek�trenut�no�že
v�fazi�kli�ničnega�preiz�kušanja�v�ZDA�(52–56).

Vek�tor�ji�za�trans�ge�ne�pri�gen�skem�elektro�-
pre�no�su so�plaz�mi�di,�ki�ima�jo�niz�ko�in�te�gra�-
cij�sko�zmog�lji�vost�(se�ne�vključijo�v�DNA),
zato� je� izražanje� trans�ge�nov�po�gen�skem
elek�tro�pre�no�su�pre�hod�ne�na�ra�ve,�kar�je var�-
nejše�in�pri�upo�ra�bi�za�cep�lje�nje�in�gen�sko
zdrav�lje�nje�raka�prav�za�prav�zažele�no�(48).

PLaZMIDNI vEKTORJI
Plaz�mi�di�so�krožna,�dvo�ve�rižna,�epi�so�malna
DNA,�ki�je�na�rav�no�pri�sot�na�v�bak�te�ri�jah.
Gen�sko�spre�me�nje�ne�bak�te�ri�je�iz�koriščamo
za�nam�nožitev�ve�li�kih�ko�ličin�plaz�mid�ne
DNA�za�upo�ra�bo�v�gen�skem�zdrav�lje�nju�(57,
58).�Plaz�mid�na�DNA�je�ob�stoj�na�na�sob�ni
tem�pe�ra�tu�ri,�nje�no�iz�de�lo�va�nje�je�po�ce�ni�in
var�no�v�pri�mer�ja�vi�z�iz�de�lo�va�njem�vi�ru�snih
vek�tor�jev.

Zgrad�ba�plaz�mid�nih�vek�tor�jev�ima�lahko
ve�lik�vpliv�na�me�sto�in�di�na�mi�ko�izražanja
trans�ge�na� (57).�Po�leg�tega�je�pri�pri�pra�vi
plaz�mi�dov,�ki�so�na�me�nje�ni�kli�nični�upo�ra�-
bi,�tre�ba�upošte�va�ti�tudi�var�nost�na�pri�po�-
ročila�nad�zor�nih�agen�cij,�kot�sta�Evrop�ska
agen�ci�ja�za�zdra�vi�la�(Eu�ro�pean�Me�di�ci�nes
Agency,�EMA)�in�ame�riška�Upra�va�za�živi�-
la�in�zdra�vi�la�(Food�and�Drug�Ad�mi�ni�stra�-
tion,�FDA).�Na�tržišču�je�ome�jen�na�bor�te�-
ra�pevt�skih�plaz�mi�dov�za�zdrav�lje�nje�raka.
Zato�se�v�naši�ra�zi�sko�val�ni�sku�pi�ni�uk�var�-
ja�mo�s�pri�pra�vo�last�nih�plaz�mi�dov,�tako�da
preu�re�ja�mo� in� spre�mi�nja�mo� raz�lične� se�-
stavne�dele�gle�de�na�pred�vi�de�no�upo�ra�bo
plazmi�da.�Glav�ne�se�stav�ne�dele�plaz�mid�nih
vek�tor�jev�lah�ko�de�li�mo�na�eks�pre�sij�sko�ka�-
se�to,�ki�nosi�naš� trans�gen,� in�bak�te�rij�sko
ogrod�je,�ki�ga�po�tre�bu�je�mo�za�proi�zvod�njo
plaz�mi�dov�v�bak�te�ri�jah�(sli�ka�2).

Gen za od por nost pro ti an ti bio ti ku
Bak�te�rij�sko�ogrod�je�nosi�za�pis�za�se�lek�cij�-
ski�oz�načeva�lec,�ki�je�običajno�gen�za�od�por�-
nost�pro�ti�an�ti�bio�ti�ku,�kar�je�pri�kli�nični�upo�-

ra�bi�lah�ko�spor�no�(58–60). Ob�sta�ja�na�mreč
tve�ga�nje�za�ho�ri�zon�tal�ni�pre�nos�od�por�nosti
na�okolj�ske�in�ko�men�zal�ne�mi�kroor�ganizme
ter�tve�ga�nje�za�aler�gij�ski�od�ziv�na�ostan�ke
an�ti�bio�ti�ka,�ki�se�upo�rab�lja�pri�proi�zvod�nji
plaz�mi�dov�(60, 61).�Zato�nad�zor�ni�agen�ci�ji,
od�go�vor�ni�za�li�cen�ci�ra�nje�zdra�vil,�EMA�in
FDA,�pri�po�ročata�izo�gi�ba�nje�ge�nom�za�od�-
por�nost�ali�vsaj�upo�ra�bo�od�por�no�sti�pro�ti
takšnim�an�ti�bio�ti�kom,�ki�se�ne�upo�rab�lja�-
jo�za�zdrav�lje�nje�lju�di�(62, 63).�Tako�plaz�mid,
ki�se�upo�rab�lja�v�ame�riških�kli�ničnih�ra�zi�-
ska�vah,�vse�bu�je�gen�za�od�por�nost�pro�ti�ka�-
na�mi�ci�nu,�ki�se�za�zdrav�lje�nje�lju�di�prak�tično
ne�upo�rab�lja�(54).�

Da�bi�za�do�sti�li�var�nost�nim�pri�po�ročilom,
so�znans�tve�ni�ki�raz�vi�li�šte�vil�ne�na�do�mestne
načine�za�pri�pra�vo�plaz�mi�dov,�ki�ne�temelji�-
jo�na�se�lek�ci�ji�z�an�ti�bio�ti�kom.�Eden�takšnih
načinov� je� ope�ra�tor-repre�sor�ska� ti�tra�ci�ja
(ORT),� ki� jo� je� raz�vi�lo� pod�jet�je� Co�bra�Bio
(Kee�le,�Združeno�kra�ljes�tvo�Ve�li�ke�Bri�ta�ni�-
je�in�Se�ver�ne�Ir�ske) (64).�ORT�te�me�lji�na�do�-
pol�ni�tvi�avk�so�tro�fi�je�(tj.�nez�možnost�or�ga�-
niz�ma�za�iz�de�lo�va�nje�do�ločene�sno�vi,�ki�jo
po�tre�bu�je�za�svo�jo�rast)�pri�po�seb�nem�mu�-
ti�ra�nem�sevu�bak�te�rij�Es he ric hia coli.�Vnos
plaz�mi�dov�v�bak�te�ri�je�raz�reši�avk�so�tro�fi�jo,
saj� omo�goči� izražanje� manj�ka�joče� esen�-
cial�ne�ami�no�ki�sli�ne.�ORT�so�upo�ra�bi�li�za�pri�-
pra�vo�plaz�mi�dov�za�cep�lje�nje�z�DNA�pro�ti
vi�ru�su�HIV�in�plaz�mi�da�s�pro�tian�gio�ge�nim
de�lo�va�njem�(angl.�an tian gio ge nic me tar gi din
pep ti de,�AMEP),�ki�so�ga�preizku�si�li�v�edi�-
ni� evrop�ski� kli�nični� ra�zi�ska�vi� gen�ske�ga
elek�tro�pre�no�sa�(65, 66).�ORT�upo�rab�lja�tudi
naša� ra�zi�sko�val�na� sku�pi�na� in� smo z� njo
pri�pra�vi�li�že�več�plaz�mi�dov�(67–71). Po�leg
očit�nih�var�nost�nih�pred�no�sti�so�plaz�mi�di,
pri�prav�lje�ni�na� ta�način,� tudi�manjši,�kar
zago�tav�lja�večjo�us�pešnost�trans�fek�ci�je�in
manjšo�imu�no�ge�nost,�saj�je�zmanjšan�bak�-
te�rij�ski�del�plaz�mi�da�(72, 73).�

Eks pre sij ska ka se ta
De�jav�ni�del�plaz�mid�nega�vek�tor�ja� je�eks�-
presij�ska�ka�se�ta�s�trans�ge�nom�in�nad�zor�no
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regijo,�tj.�pro�mo�tor,�ki�nad�zo�ru�je�izražanje
trans�ge�na.�Pro�mo�tor�naj�bi�pod�pi�ral�dol�go�-
traj�no�izražanje�trans�ge�na�ali�pa�vsaj�nad�-
zo�ro�va�no� izražanje� (57).� V� pre�te�klo�sti� je
večina�plaz�mi�dov�vse�bo�vala�ci�to�me�ga�lo�vi�-
ru�sni� (CMV)�pro�mo�tor.�Zdaj�pa�vemo,�da
CMV-pro�mo�tor�včasih�ne�za�go�tav�lja�dol�go�-
traj�ne�ga�izražanja,�saj�je�za�ra�di�vi�ru�sne�ga
iz�vo�ra�dov�ze�ten�za�tran�skrip�cij�sko�utišanje
v�ev�ka�riont�skih�ce�li�cah�(74).�To�smo�po�ka�-
za�li� tudi�na�Od�del�ku�za�eks�pe�ri�mental�no
onko�lo�gi�jo�v�eni�iz�med�ra�zi�skav�gen�ske�ga
elek�tro�pre�no�sa�(75).�Po�leg�tega�se�izražanje
pod�nad�zo�rom�CMV-pro�mo�tor�ja�sproži�tudi
v�stre�snih�po�go�jih,�npr.�po�ob�se�va�nju.�Zato
se�zad�nje�čase�na�me�sto�vi�ru�snih�pro�mo�tor�-
jev�ved�no�bolj�upo�rab�lja�jo�ce�li�cam�lastni
pro�mo�tor�ji�(76).�

Pri�mer�na�za�me�nja�va�za�vi�ru�sne�pro�mo�-
tor�je� s� stal�nim� izražan�jem� (kon�sti�tu�tiv�ni
pro�mo�tor�ji)�so�pro�mo�tor�ji�ce�ličnih�hišnih
ge�nov�(angl.�hou se kee ping ge nes),�ki�se�stalno
izražajo�v�vseh�tki�vih�te�le�sa.�Sem�spa�da�jo
npr.�pro�mo�tor�gena�za�po�daljševal�ni�de�jav�-
nik�1α (angl.�elon ga tion fac tor 1α, EF-1α),�za
ubik�vi�tin�C�ali�za�fos�fo�gli�ce�rat�ki�na�zo�1�(57).
V� pri�sto�pu,� ime�no�va�nem� tran�skrip�cij�sko
ci�lja�nje,�pa�upo�ra�bi�mo�pro�mo�tor�je�ge�nov,�ki
se�izražajo�samo�v�ne�ka�te�rih�tki�vih�(tkiv�no
spe�ci�fični�pro�mo�tor�ji)�ali�po�sta�ne�jo�de�jav�-
ni�pod�vpli�vom�do�ločenih�zu�na�njih�ali�no�-
tra�njih�de�jav�ni�kov�(in�du�ci�bil�ni�pro�mo�tor�ji).
Med� tkiv�no� spe�ci�fične� pro�mo�tor�je� spa�da
npr.�pro�mo�tor�gena�za�en�do�glin,�ki�se�izraža
le�v�žilah,�med�in�du�ci�bil�ni�mi�pro�mo�tor�ji�pa
je�naj�bolj�znan�te�tra�ci�klin-in�du�ci�bil�ni�pro�-
mo�tor�(angl.�te tracyc li ne res pon sive ele ment,
TRE)�(57, 77–81).�

Na�Od�del�ku�za�eks�pe�ri�men�tal�no�on�ko�-
lo�gi�jo�smo�preiz�ku�si�li�že�več�tkiv�no�spe�ci�-
fičnih�pro�mo�tor�jev�(67).�Za�na�jus�pešnejšega
oz.�naj�bolj�upo�rab�ne�ga�za�po�tre�be�genskega
elek�tro�pre�no�sa� se� je� iz�ka�zal� ko�la�gen�ski
pro�mo�tor�(68, 80).�Ta�pro�mo�tor�na�mreč omo�-
goča� spe�ci�fično� izražanje� v� fi�brob�la�stih,
kar� je� us�trez�no,� ka�dar� želi�mo� izražanje
v�koži�ali�ka�dar�ci�lja�mo�ra�ka�vo�mi�kroo�kolje.
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Preiz�ku�si�li�smo�tudi�in�du�ci�bil�ni�pro�mo�tor
gena�za�od�ci�kli�na�od�vi�sni�ki�naz�ni�inhibi�-
tor 1 (angl.�cyclin-de pen dent ki na se in hi bi tor 1,
CDKN1A),�bolj�zna�ne�ga�kot�p21.�Gen�p21
se�po�višano�pre�pi�su�je�ob�ge�no�tok�sičnem
stre�su,�zato�je�nje�gov�pro�mo�tor�upo�ra�ben,
ka�dar� želi�mo� združiti� gen�sko� zdrav�lje�nje
s�kemo�te�ra�pi�jo�ali�ra�dio�te�ra�pi�jo�(81, 82).�

Glav�ni�del�eks�pre�sij�ske�ka�se�te�je�za�pis�za
trans�gen,�tj.�gen,�ka�te�re�ga�izražanje�želi�mo
ko�ri�sti�ti�v�zdravs�tve�ne�na�me�ne.�Iz�be�re�mo�jih
lah�ko�iz�šti�rih�raz�ličnih�raz�re�dov�(ta�be�la�1).
Lah�ko�de�la�mo�za�me�nja�vo�ali�po�pravilo�ok�-
var�je�nih�ge�nov,�ker�pa�je�rak�po�sle�di�ca�šte�-
vil�nih�mu�ta�cij,�ta�pri�stop�ni�ved�no�naj�bolj
smi�seln�in�učin�ko�vit.�Pri�mer�nejši�so�pri�sto�-
pi,�pri�ka�te�rih�sprožimo�smrt�ra�ka�vih�ce�lic.
To�lah�ko�do�sežemo�z�ne�po�sred�nim�ci�lja�njem
ra�ka�vih�ce�lic�s�trans�fek�ci�jo�samo�mo�ril�skih
ali�ci�to�tok�sičnih�ge�nov�(gen�ska�ke�mo�te�ra�pi�-
ja),�po�sred�no�s�ci�lja�njem�ra�ka�ve�ga�žilja�(žilno
ci�lja�no�gen�sko�zdrav�lje�nje),�ali�pa�še�bo�lje,
s�sprožit�vi�jo�pro�ti�ra�ka�ve�ga�imun�ske�ga�od�-
zi�va�(gen�sko�imu�no�loško�zdrav�lje�nje).�Pri�-
sto�pi�sled�nje�ga�vključujejo�cep�lje�nje�z�DNA,
to�rej�vnos�za�pi�sa�za�raz�lične�tu�mor�ske�an�-
ti�ge�ne,�in�trans�fek�ci�jo�imu�nos�pod�bu�je�val�nih
ci�to�ki�nov�(83–85).�Naj�bo�lje�ra�zi�skan�in�naj�-
po�go�ste�je�upo�rabljen�ci�to�kin�za�gen�ski�elek�-
tro�pre�nos�je�IL-12�(54, 86, 87).�Tega�preiz�-
kušamo�tudi�v�naši�razi�sko�val�ni�sku�pi�ni.

GENSKI ELEKTROPRENOS
INTERLEvKINa-12
IL-12�je�vnet�ni�citokin,�ki�spod�bu�ja�pri�ro�-
je�ni�in�pri�dob�lje�ni�imun�ski�od�ziv�ter�ga�vodi
v�smer�na�stan�ka�ce�lic�T-po�ma�galk�1�(angl.
hel per T-cells 1,� Th1).� Po�sle�dično� vodi
v�sprožitev�de�lo�va�nja�ci�to�tok�sičnih�lim�fo�-
ci�tov�T�in�na�rav�nih�ce�lic�ubi�jalk,�ki�so�še�po�-
se�bej�po�memb�ne�za�raz�voj�imun�ske�ga�od�-
zi�va�pro�ti�ra�ka�vim�ce�li�cam�(88, 89).�IL-12
de�lu�je�tudi�pro�tian�gio�ge�no�in�spod�bu�ja�na�-
sta�nek�ke�mo�ki�nov,�zato�je�nuj�no,�da�ga�do�-
sta�vi�mo�samo�v�no�vo�tvor�bo�(42, 90).�To�so
do�ka�za�li�v�pr�vih�kli�ničnih�ra�zi�ska�vah,�kjer
se�je�si�stem�ski�vnos�rekom�bi�nant�ne�ga�IL-12
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iz�ka�zal�za�ško�dlji�ve�ga�(91–93).�Gen�ski�elek�-
tro�pre�nos�je�tako�po�poln�za�do�sta�vo�IL-12
ne�po�sred�no�v�no�vo�tvor�be�(lo�kal�na�do�sta�va),
kar�so�do�ka�za�li�v�šte�vil�nih�pred�kli�ničnih�ra�-
zi�ska�vah�(87).�Lo�kal�na�do�sta�va�IL-12�z�gen�-
skim� elek�tro�pre�nosom� je� do�se�gla� že� kli�-
nično� fazo� preiz�kušanja� v� ZDA.� V� prvi
kli�nični�ra�zi�ska�vi�na�bol�ni�kih�z�raz�se�ja�nim
me�la�no�mom�so�po�ka�za�li,�da�je�pri�stop�va�-
ren�in�tudi�učin�ko�vit,�tako�lo�kal�no�kot�tudi
si�stem�sko,�saj�so�za�be�ležili�celo�od�da�lje�ni
učinek�na�nez�drav�lje�ne�za�sev�ke�drug�je�na
te�le�su�(52, 54).�Pri�stop�se�zdaj�raz�vi�ja�na�prej
za�zdrav�lje�nje�dru�gih�ti�pov�po�vršin�skih�no�-
vo�tvorb�in�združeno�s�pem�bro�li�zu�ma�bom
(94).�Po�leg�tega�je�pri�stop�pred�krat�kim�od
FDA� pri�do�bil� po�ložaj� zdra�vi�la� si�ro�te� za
zdrav�lje�nje�raz�se�ja�ne�ga�mela�no�ma,�ki�ni�pri�-
me�ren�za�ki�rurško�zdrav�lje�nje�(95).�

Za�ni�mi�vo�je,�da�kljub�ve�li�ki�učin�ko�vi�to�-
sti�ome�nje�ne�ga�pri�sto�pa�IL-12�ni�ne�posred�-
no�ško�dljiv�za� ra�ka�ve�ce�li�ce� in�de�lu�je� iz�-
ključno� pre�ko� sprožitve� in� pos�pešitve
imun�ske�ga� od�zi�va� (89).� Zato� je� gen�ski
elektro�pre�nos�IL-12�upo�ra�ben�tudi�za�do�-
da�ja�nje�k�ce�pi�vom�(43–45). Tre�nut�no�po�te�-
ka�kar�ne�kaj�kli�ničnih�ra�zi�skav,�v�ka�te�rih

preiz�kušajo�gen�ski�elek�tro�pre�nos�IL-12�za
spod�bu�ja�nje�imu�no�loškega�od�zi�va�k�ce�pi�-
vom�za�aids�in�he�pa�ti�tis�(96).�Se�ve�da�pa�je
gen�ski�elektro�pre�nos�IL-12�us�tre�zen�tudi�kot
imu�no�loški�spod�bu�je�va�lec�k�cep�lje�nju in situ.

CEPLJENJE IN SITU Z GENSKIM
ELEKTROPRENOSOM 
Za�us�pešno�cep�lje�nje�in situ po�tre�bu�je�mo�lo�-
kal�no� ab�la�cij�sko� zdrav�lje�nje,� ki� ga� lah�ko
opra�vi�mo�z�gen�skim�elek�tro�pre�no�som�gena
s�ci�to�tok�sičnim�pro�duk�tom.�V�naši�ra�zi�ska�-
vi�smo�se�od�ločili�za�gen�za�de�jav�nik�tu�mor�-
ske�ne�kro�ze�α (angl.�tu mor ne cro sis fac tor α,
TNF-α).�TNF-α je�ime�očitno�do�bil�po�spo�-
sob�no�sti,�da�pov�zroča�ne�kro�zo�no�vo�tvorb.
Ka�sne�je�so�znans�tve�ni�ki�do�ločili,�da�pov�-
zroča�apop�to�zo�ra�ka�vih�ce�lic,�zdaj�pa�po�staja
ja�sno,�da�ce�li�ce�v�pri�sot�no�sti�TNF-α v�bis�-
tvu�umi�ra�jo�z�ne�krop�to�zo,�ki�je�imu�no�ge�na
ob�li�ka�pro�gra�mi�ra�ne�celične�smr�ti.�Si�cer�pa
je�TNF-α imu�nos�pod�bu�je�va�len�ci�to�kin�in�je
kot�tak�tre�nut�no�tudi�v�upo�ra�bi�v�kli�ničnem
delu�v�ob�li�ki� re�kom�bi�nant�ne�be�lja�ko�vi�ne
(97).�Po�leg�spod�bu�ja�nja�imun�ske�ga�od�zi�va
ima�tudi�močno�ne�po�sred�no�pro�ti�ra�ka�vo�de�-
lo�va�nje�pre�ko�ci�to�tok�sičnega�učinka�na�ra�-
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Ta be la 1. De�li�tev�trans�ge�nov�za�raz�lične�vr�ste�gen�ske�ga�zdrav�lje�nja�(81).�p53 –�be�lja�ko�vi�na�53�(angl.�pro -
tein 53),�CTS1 –�hi�mer�ni�tu�mor�ski�za�vi�ra�lec�1�(angl.�chi me ric tu mor sup pres sor 1),�anti-Bcl-2 –�utišanje�gena
za�B-ce�lični�lim�fom�2�(angl.�B-cell lympho ma 2),�anti-sur�vi�vin –�utišanje�gena�za�sur�vi�vin,�HSV-tk –�ti�midin�-
ska�ki�na�za�viru�sa�her�pes�sim�pleks�(angl.�her pes sim plex vi rus thymi di ne ki na se),�CD –�ci�to�zin�ska�dea�minaza,
CD/HSV-tk –�združen�gen�za�ci�to�zin�sko�dea�mi�na�zo�in�ti�mi�dinsko�ki�na�zo�vi�ru�sa�her�pes�sim�pleks�(angl.�cytosine
dea mi na se/her pes sim plex vi rus thymi di ne ki na se fu sion gene),�HRP –�hre�no�va�pe�rok�si�da�za�(angl.�hor se -
ra dish pe ro xi da se),�IAA –�in�do�lo�cet�na�ki�sli�na�(angl. in dol-3-ace tic acid),�iNOS –�in�du�ci�bil�na�sin�ta�za dušikove�-
ga�ok�si�da�(angl.�in du cib le nitric oxi de syntha se),�TNF-α –�de�jav�nik�tu�mor�ske�ne�kro�ze�α (angl.�tumor ne cro sis
fac tor α),�anti-VEGF –�utišanje�gena�za�žilni�rast�ni�de�jav�nik�(angl.�vas cu lar en dot he lial growth factor),�sFlt-1 –
top�namačjemu�Mc�Do�noug�hovemu�sar�ko�mu�po�dob�na�ti�ro�zin�ki�na�za�1�(angl.�so lub le feline Mc Donough sar -
co ma-like tyro si ne ki na se 1),�anti-en�doglin –�utišanje�gena�za�en�do�glin,�IL-12 –�in�ter�lev�kin-12,�IFN-α –�in�ter�-
fe�ronα,�GM-CSF –�gra�nu�lo�cit�ne�in�mo�no�cit�ne�ko�lo�ni�je�spod�bu�ja�joči�de�jav�nik�(angl.�gra nu locy te macrop ha ge
co lony-sti mu la ting fac tor),�PSA –�za�pro�sta�to�spe�ci�fični�an�ti�gen,�MAGE –�gen�me�la�nom�ske�ga�an�tigena�(angl.
me la no ma an ti gen gene).

Stra te gi ja gen ske te ra pi je Trans ge ni

Za�me�nja�va�ali�po�pra�vi�lo�ok�var�je�nih�ge�nov p53,�CTS1,�anti-Bcl-2,�anti-sur�vi�vin

Gen�ska�ke�mo�te�ra�pi�ja HSV-tk,�CD,�CD/HSV-tk;�HRP,�IAA,�iNOS,�TNF-α

Žilno�ci�lja�no�gen�sko�zdrav�lje�nje anti-VEGF,�sFlt-1,�anti-en�do�glin,�TNF-α,�IL-12

Gen�sko�imu�no�loško�zdrav�lje�nje IL-12,�TNF-α,�IFN-α,�GM-CSF,�tu�mor�ski�an�ti�ge�ni:�PSA,�MAGE
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ka�ve�ce�li�ce�in�žilnorazdiralnih�učin�kov�(98).
Si�stem�ska�do�sta�va�TNF-α je�ško�dlji�va,�zato
se� tre�nut�no� re�kom�bi�nant�ni� TNF-α v� kli�-
ničnem�delu�upo�rab�lja�samo�za�izo�lira�no
per�fu�zi�jo�udov�za�zdrav�lje�nje�na�predova�nih
ra�kov�na�okončinah�(99–101).�V�pre�te�klo�sti
so�preiz�ku�si�li�tudi�že�do�sta�vo�TNF-α,�ome�-
je�no�na�no�vo�tvor�bo� z� raz�ličnimi�pri�stopi
gen�ske�ga�zdrav�lje�nja�(102, 103).�Med�njimi
se�je�za�na�jučin�ko�vi�tejšega�iz�ka�zal�TNFera�de®
(GenVec�Inc.),�ade�no�vi�ru�sni�vek�tor�za�izra�-
žanje�TNF-α pod�nad�zo�rom�in�du�ci�bil�ne�ga
pro�mo�tor�ja,�ki�se�ak�ti�vi�ra�z�ra�dio�te�ra�pi�jo.
TNF�era�de®�je�prišel�do�tret�je�faze�kli�ničnih
raziskav�za�zdrav�lje�nje�raka�tre�bušne�sli�nav�-
ke,�ven�dar�je�bila�nje�go�va�učin�ko�vi�tost�pre�-
niz�ka,�da�bi�prišel�v�splošno�kli�nično�upo�-
ra�bo. Lo�kal�na�do�sta�va�v�no�vo�tvor�bo�pa�je
možna�tudi�z�gen�skim�elek�tro�pre�no�som.

Pred�nost� gen�ske�ga� elek�tro�pre�no�sa� je,
da�lah�ko�vnašamo�več�ge�nov�hkra�ti�(104, 105).
To�po�me�ni,�da�lah�ko�hkra�ti�s�TNF-α vna�šamo

tudi�gen�za�spod�bu�je�val�ca�imun�ske�ga�od�zi�-
va.�V�naši�ra�zi�ska�vi�smo�iz�bra�li�že�preiz�kušen
IL-12.�Do�dat�na�pred�nost�upo�ra�be�gen�ske�ga
elek�tro�pre�no�sa�za�cep�lje�ne�so�imu�nos�pod�bu�-
je�val�ni�učinki�same�DNA,�ki�jo�vnašamo�v�ce�-
li�ce�(106).�Kot�že�ome�nje�no,�DNA�lah�ko�de�-
lu�je�kot�po�mem�ben�DAMP,�še�po�se�bej�tuja
DNA.�V�naši�ra�zi�sko�val�ni�sku�pi�ni�v�so�de�lo�-
va�nju�s�ko�le�gi�z�uni�ver�ze�Old�Do�mi�nion�Uni�-
ver�sity�v�Nor�fol�ku�v�ZDA�na�mreč�ugo�tav�-
ljamo,�da�gre�ve�lik�del�us�pešno�sti�gen�ske�ga
elek�tro�pre�no�sa�de�jan�sko�pri�pi�sa�ti�sprožitvi
imun�ske�ga�od�zi�va�pro�ti�vne�se�ni�tuji�DNA
in ne�samo�izražanju�terapevt�ske�be�lja�ko�vi�-
ne (107, 108). Po�leg�vnašanja�tuje�DNA�pa
sproščanje� DAMP� lah�ko pov�zroči� že� tudi
sama�elek�tro�po�racija�(109–111).

DOKaZ KONCEPTa
Naša�hi�po�te�za�je,�da�lah�ko�us�pešno�cep�lje�-
nje�in situ do�sežemo�s�hkrat�nim�elek�tro�pre�-
no�som�ge�nov�za�TNF-α in�IL-12�(sli�ka�3).

13Med�Razgl.�2020;�59�(1):

Sli ka 3.Pri�kaz�cep�ljenja�in situ s hkrat�nim�elek�tro�pre�no�som�ge�nov�TNF-α in�IL-12.�DAMP –�spo�ročeval�ci�ne�var�no�-
sti�(angl.�da ma ge-as so cia ted mo le cu lar pat tern),�TAA –�tu�mor�ski�an�ti�ge�ni�(angl.�tu mor-as so ciated an ti gens),�DC –
den�drit�ske�ce�li�ce,�IL-12 –�in�ter�lev�kin-12,�TNF-α –�de�javnik�tu�mor�ske�ne�kro�ze�α (angl. tumor ne cro sis fac tor α).
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Sli ka 4. Si�stem�ski�učinki�po�lo�kal�nem�zdrav�lje�nju.�Pri�bol�ni�ku�z raz�se�ja�no�bo�lez�ni�jo�z lo�kalnim�zdrav�ljenjem
pri�mar�ne�no�vo�tvor�be�sprožimo�si�stem�ski�imun�ski�od�ziv�pro�ti�ra�ka�vim�ce�li�cam�in�s tem�uničenje�za�sev�kov
ter�po�pol�no�oz�dra�vi�tev�bol�ni�ka.

Pri�tem�naj�bi�gen�ski�elek�tro�pre�nos�TNF-α
igral�vlo�go�lo�kal�ne�ga�ab�la�cij�ske�ga�zdrav�lje�-
nja,�ki�pov�zroči�cep�lje�nje�in situ pro�ti�tu�mor�-
skim�an�ti�ge�nom,�sproščenim�iz�ubi�tih�ce�lic,
gen�ski�elek�tro�pre�nos�IL-12�pa�kot�spod�bu�-
je�va�lec�imun�ske�ga�od�zi�va,�ki�sproženi�imun�-
ski�od�ziv�pos�peši�in�raz�širi�v�si�stem�ski�ter
tra�jen�od�ziv�(sli�ka�4).�

Pred�vi�den�po�tek�do�god�kov�po�gen�skem
elek�tro�pre�no�su�TNF-α in�IL-12�je�pri�ka�zan
na�sli�ki�3:�izražanje�TNF-α v�ra�ka�vih�ce�li�-
cah�pov�zroči�umi�ra�nje�ce�lic�z�imu�no�ge�no
ob�li�ko�ce�lične�smr�ti,�kar�po�me�ni,�da�se hkra�-
ti�sproščajo�tu�mor�ski�an�ti�ge�ni�in�DAMP.�Tu�-
mor�ske�an�ti�ge�ne�uja�me�jo�dendritske�ce�li�ce,
ki�jih�pri�teg�ne�jo�DAMP�in�IL-12,�ki�se izraža
iz� trans�fe�ci�ra�nih� ce�lic.� Den�drit�ske� ce�li�ce
nato�po�tu�je�jo�v�bez�gav�ke,�kjer�sprožijo�nam�-
noževa�nje efek�tor�skih�lim�focitov�proti�pred�-

stav�lje�nim�tu�mor�skim�an�ti�ge�nom.�Na�sta�-
le�imun�ske�ce�li�ce�po�tem�po�krvi�po�tu�je�jo
v�no�vo�tvor�bo in�v�od�da�lje�ne�za�sev�ke,�kjer
na�pa�de�jo�ra�ka�ve�ce�li�ce.

Hi�po�te�zo�smo�do�se�daj�preiz�ku�si�li�na
mišjem�tu�mor�skem�mo�de�lu�me�la�no�ma�(112).
Re�zul�ta�ti�so�po�tr�di�li�izvedlji�vost�pri�sto�pa,
saj�smo�v�zdrav�lje�nih�no�vo�tvor�bah�do�ka�za�-
li� izražanje� obeh� ci�to�ki�nov,� kar� je� pov�-
zročilo�izra�zit�zao�sta�nek�v�ra�sti�no�vo�tvorb
v�zdrav�lje�ni�sku�pi�ni,�po�daljšano�preživet�je
in�sko�raj�80% po�pol�nih�oz�dra�vi�tev.�Spro�-
žitev�pro�ti�ra�ka�ve�ga�imunskega�od�zi�va�je�po�-
tr�dil�ob�sežen�vdor�efek�tor�skih� lim�fo�ci�tov
v�zdrav�lje�ne�no�vo�tvor�be�in�nam�noževa�nje
efek�tor�skih�lim�fo�ci�tov�v�bez�gav�kah.�Vse oz�-
drav�lje�ne�živa�li�so�tudi�za�vr�ni�le�na�sta�nek
no�vo�tvorb�po�po�nov�nem�iz�zi�vu�z�ra�ka�vi�mi
ce�li�ca�mi� 100� dni� po� iz�gi�not�ju� no�vo�tvorb
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(pri�mer�lji�vo�pet�let�ne�mu�preživet�ju�pri�lju�-
deh),�kar�na�ka�zu�je�na�na�sta�nek�imun�ske�ga
spo�mi�na.�Po�leg�tega�je�pri�vseh�oz�drav�lje�-
nih�miših�na�me�stu,�kjer�je�bila�no�vo�tvor�-
ba,�prišlo�do�raz�bar�va�nja�dla�ke�oz.�vi�ti�li�ga.
To�je�lo�ka�len�av�toi�mun�ski�od�ziv,�ki�je�prav�-
za�prav�do�kaz�us�pešno�sti�cep�lje�nja in situ,�saj
je�očitno�prišlo�do�raz�širi�tve�imun�ske�ga�od�-
zi�va�pro�ti�ra�ka�vim�ce�li�cam,�ki�vse�bu�je�jo�veli�-
ko�me�la�ni�na,�na�nor�mal�ne�me�la�no�ci�te�(113).�

ODPRTa vPRašaNJa
Učin�ko�vi�tost�cep�lje�nja� in situ s�hkrat�nim
gen�skim�elek�tro�pre�no�som�TNF-α in�IL-12
smo�to�rej�do�ka�za�li,�ven�dar�za�zdaj�samo�na
enem�tu�mor�skem�mo�de�lu,�tj.�mišjem�mela�-
no�mu.�Od�pr�to�os�ta�ja�vprašanje,�ali�je�pristop
učin�ko�vit� tudi�na�dru�gih�mišjih�mo�de�lih
raka�in�pa�pred�vsem,�na�ka�te�re�tipe�člo�ve�-
škega�raka�je�možen�pre�nos�tega�zna�nja.�Ker
pri�cep�lje�nju�in situ iz�ko�riščamo�last�ne�tu�-
mor�ske� an�ti�ge�ne,� ima� pri�stop� načelo�ma
možnost�za�učin�ko�vi�tost�pro�ti�raz�ličnim�ti�-
pom�raka.�

Na�us�pešnost�imu�no�loškega�zdrav�lje�nja
na�splošno�vpli�va�pred�vsem�an�ti�ge�nost no�-
vo�tvor�be�(tj.�spo�sob�nost�pov�zročiti�pri�dob�-
ljen�imun�ski�od�ziv)�in�nje�no�mi�kroo�ko�lje
(114, 115). V�zad�njem�de�set�let�ju�se�je�po�ja�-
vi�la�pre�pro�sta�de�li�tev�no�vo�tvorb�gle�de�na
mi�kroo�ko�lje�v�»hlad�ne«�in�»vroče«�na�podla�-
gi�rav�ni�vdo�ra�imun�skih�ce�lic�v�no�votvorbo,
kar�odraža,�ali�imun�ski�si�stem�pre�poz�na�va
in�se�bori�pro�ti�no�vo�tvor�bi�ali�ne�(116).�Vroči
tu�mor�ji�vse�bu�je�jo�ve�li�ko�šte�vi�lo�imun�skih
ce�lic,�hlad�ni�pa�malo.�Vdor�imun�skih�ce�lic
v�no�vo�tvor�be�je�po�sle�di�ca�nje�ne�tu�jo�sti�oz.
an�ti�ge�no�sti,� ki�pa� je�od�vi�sna�od�mu�ta�cij�-
skega� bremena.� No�vo�tvor�be� z� vi�so�kim
bremenom�so�močno�spre�me�nje�ne,�zato�jih
imun�ski�si�stem�lažje�zaz�na�in�va�nje�vdre
več imun�skih�ce�lic.�Takšne�no�vo�tvor�be�lah�-
ko sko�zi�po�sto�pek�imun�ske�ga�preu�re�ja�nja
(angl.�im mu noe di ting)�hi�tro�po�sta�ne�jo�imun�-
sko� za�vr�te� oz.� se�kun�darno�hlad�ne� (5).� Po
drugi�stra�ni�pa�so�lah�ko�no�vo�tvor�be�tudi�in�-
trin�zično�hlad�ne,�ker�ima�jo�niz�ko�mu�ta�cij�-

sko�bre�me�in�jih�imun�ski�si�stem�niti�ne�zaz�-
na.�Za�ple�te�na�je�tudi�do�ločitev�an�ti�ge�no�sti
no�vo�tvor�be,�ki�ne�vključuje�samo�mu�ta�cij�-
ske�ga� bre�me�na,� am�pak� tudi� more�bit�ne
spre�mem�be,�ki�so�sko�zi�pro�ces�imun�ske�ga
preu�re�ja�nja�na�re�di�le�no�vo�tvor�bo�manj�an�-
ti�ge�no.�Naj�bolj�zna�na�pri�la�go�di�tev�vi�so�ko
mu�ti�ra�nih� no�vo�tvorb� je� npr.� zmanjšano
izražanje po�gla�vit�ne�ga�kom�plek�sa� tkiv�ne
sklad�no�sti�raz�re�da�1�(angl.�ma jor hi sto com -
pa ti bility com plex class 1,�MHC�1)�na�ra�ka�-
vih�ce�li�cah� in�s� tem�skri�va�nje�mu�ti�ra�nih
an�ti�ge�nov,�t. i.�ne�oan�ti�ge�nov,�pred�imun�skim
si�ste�mom�(117).

Z�zdrav�lje�njem,�kot�je�cep�lje�nje�in situ,
ki�iz�ko�rišča�last�ne�tu�mor�ske�an�ti�ge�ne,�tako
ne�mo�re�mo�poz�dra�vi�ti�no�vo�tvorb,�ki�so�in�-
trin�zično�hlad�ne.�Pri�mer�na�pa�je�za�no�vo�-
tvor�be� z� ve�li�kim� šte�vi�lom� ne�oan�ti�ge�nov.
Če takšna� no�vo�tvor�ba� ne� vse�bu�je� ve�li�ko
imunskih�ce�lic,�je�smi�sel�no�do�da�ti�spod�bu�-
je�valce�imun�ske�ga�od�zi�va.�Če�pa�no�vo�tvor�-
ba�z�ve�li�kim�šte�vi�lom�ne�oan�ti�ge�nov�vse�bu�je
malo�imun�skih�ce�lic,�ker�je�očitno�že�po�sta�-
la�se�kun�dar�no�hlad�na,�je�smi�sel�no�združeno
zdrav�lje�nje�z�za�vi�ral�ci�imun�skih�kon�trol�nih
točk�(sli�ka�5) (118).�S�po�dob�ni�mi�dvo�mi�se
zdrav�ni�ki�soočajo�tudi�pri�os�ta�lih�pri�sto�pih
imu�no�loškega�zdrav�lje�nja.�Da�nes�se�zato�ve�-
li�ko�po�zor�no�sti�na�po�dročju�imu�noon�ko�lo�-
gi�je�na�me�nja�is�ka�nju�us�trez�nih�na�po�ved�nih
de�jav�ni�kov,�ki�bodo�on�ko�lo�gom�v�po�moč�pri
od�ločanju�o�zdrav�lje�nju (119).

ZaKLJUČEK
Cep�lje�nje�in situ je�ob�li�ka�te�ra�pevt�ske�ga�cep�-
lje�nja,�pri�ka�te�ri�iz�ko�ri�sti�mo�bol�ni�ku�last�-
ne�tu�mor�ske�an�ti�ge�ne,�tako�da�z�zdrav�lje�-
njem�sprožimo�imun�ski�od�ziv�ne�po�sred�no
v�no�vo�tvor�bi.�Na�Od�del�ku�za�eks�pe�ri�men�-
tal�no�on�ko�lo�gi�jo�smo�pred�la�ga�li�in�tudi�do�-
ka�za�li,�da�lah�ko�cep�lje�nje�in situ do�sežemo
z�gen�skim�elek�tro�pre�no�som�TNF-α in�IL-12,
kjer�TNF-α igra� vlo�go� lo�kal�ne�ga� ab�la�cij�-
skega�zdrav�lje�nja,�ki�pov�zroči�cep�lje�nje�in
situ pro�ti�tu�mor�skim�an�ti�ge�nom,�sproš�če�-
nim�iz�ubi�tih�ra�ka�vih�ce�lic,�gen�ski�elek�tro�-
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pre�nos�IL-12�pa�je�spod�bu�je�va�lec�imun�skega
od�zi�va,�ki�že�sproženi�imun�ski�od�ziv�pos�-
peši�in�raz�širi�v�si�stem�ski�ter�tra�jen�od�ziv.

Genski�elek�tro�pre�nos�je�na�jus�pešnejši
način� lo�kal�ne�ga� vno�sa� ge�nov,� za�pi�sa�nih
na�plaz�mi�dih, in vivo,�ki�se�hi�tro�prib�ližuje
kli�nični�upo�ra�bi�(54).�Upo�ra�ben�je�tako�za
cep�lje�nje�kot�tudi�lo�kal�no�ci�lja�nje�za�ra�di�pro�-
stor�ske�na�tančno�sti,�ki�jo�za�go�tav�lja�elek�-
tro�pora�ci�ja.�Sled�nja�ima�že�dol�go�zgo�do�vi�no
kli�nične�upo�ra�be�v�elek�tro�ke�mo�te�ra�pi�ji (32).
Plaz�mi�de�je�po�dru�gi�stra�ni�tre�ba�šele�vpe�-
lja�ti�v�kli�nično�upo�ra�bo,�pri�čemer�mo�ra�mo
upošte�va�ti�stro�ge�zah�te�ve�nad�zor�nih agencij.
Pri�pra�vi�ti�mo�ra�mo�plaz�mi�de�brez�ge�nov�za
od�por�nost�pro�ti�an�ti�bio�ti�kom�in�pripravljeni
mo�ra�jo�biti�v�po�go�jih�t. i.�do�bre�pro�izvod�ne
prak�se.�Zato�želi�mo�v�naši�ra�zi�sko�val�ni sku�-
pi�ni�v�so�de�lo�va�nju�z�dru�gi�mi�slo�ven�skimi
znans�tve�ni�ki�in�in�du�stri�jo�us�tva�ri�ti�ploščad
za�pre�nos�zna�nja,�ki�bo�po�ve�zovala�stro�kov�-
nja�ke�z�raz�ličnih�po�dročij:�stro�kov�nja�ke,�ki

načrtu�je�jo�nove�plaz�mi�de,� stro�kov�nja�ke,� ki
proi�zva�ja�jo�te�plaz�mi�de�v�kli�nični�ka�ko�vosti,
stro�kov�nja�ke,�ki�načrtu�je�jo�elek�to�po�ra�tor�je,�in
stro�kov�nja�ke,�ki�vse�to�preiz�kušajo�v�pred�kli�-
ničnih�ra�zi�skavah.�Naš�sku�pen�cilj�bo�pri�pe�-
lja�ti�pri�stop�do�kli�nične�upo�ra�be,�kjer bomo
lah�ko�z�lo�kal�nim�zdrav�lje�njem�pri�mar�ne�no�-
vo�tvor�be�sprožili�si�stem�ski�imun�ski�od�ziv�pro�-
ti�ra�ka�vim�ce�li�cam�in�s�tem�uničenje�za�sev�kov
ter�po�pol�no�oz�dra�vi�tev�bol�ni�ka�(sli�ka�4).
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Sli ka 5. Iz�bor�imu�no�loškega�zdrav�lje�nja�gle�de�na�vr�sto�no�vo�tvor�be�(111).�IL-2 –�in�ter�lev�kin-2,�IFN-α –�in�-
ter�fe�ron�α,�GM-CSF –�gra�nu�lo�cit�ne�in�mo�no�cit�ne�ko�lo�ni�je�spod�bu�ja�joči�de�jav�nik�(angl.�gra nu locy te ma crop -
ha ge co lony-sti mu la ting fac tor),�IL-12 –�in�ter�lev�kin-12,�CTLA-4 –�an�ti�gen�ci�to�tok�sičnih�lim�fo�ci�tov�T�4�(angl.
cyto to xic T-lymphocy te-as so ciated an ti gen 4),�PD-1 –�be�lja�ko�vi�na�pro�gra�mi�ra�ne�ce�lične�smr�ti�1�(angl.�pro -
gram med cell death pro tein 1),�PD-L1 –�li�gand�be�lja�ko�vi�ne�pro�gra�mi�ra�ne�ce�lične�smr�ti�1�(angl.�pro gram med
cell death pro tein li gand 1),�IDO –�in�do�la�min�2,3-diok�si�ge�na�za,�MDSC –�mie�loidne�za�vi�ral�ne�ce�li�ce�(angl.�mye -
loid-de ri ved sup pres sor cells),�Treg –�re�gu�la�tor�ni�lim�fo�cit�T�(angl.�re gu la tory T-cells).
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