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Povzetek

Elektrokemoterapija je lokalna ablativna terapijetemelji na uporabi elektroporacije, kot dostayae
sistema za citostatika bleomicin ali cisplatin. Njauporaba je predvsem za zdravljenje koznih tueaor]
kot so koZzne metastaze melanoma ali bazaln@ncdtiarcinomi. Elektrokemoterapija je v smernicah
mnogih evropskih drzav. dihkovitost elektrokemoterapije je v povpje za vse vrste koznih tumorjev,
86% objektivnih odgovorov (OR) in 71% popolnih ogigoov (CR) po enkratni terapiji. Za zdravljenje so
objavljeni standardizirani postopki, na voljo je&eertificiranih generatorjev elekénih pulzov in razini
tipi elektrod. Obstajajo pa razlike v stopnji odgow med razlinimi tumorji. Bazalno cetini so najbolj
obcutljivi, melanomski tumorji pa manj. Klidni napovedni dejavniki so zato vrsta tumorjev,velikost
tumorjev in predhodna zdravljenja. Nedavne Stustj@lokazale sinergizem njenega delovanja z zaviralc
imunskih kontrolnih tok pri bolnikih z melanomom. Na bazalno ¢akem karcinomu se izvaja tudi faza |
klinicnega preskuSanja, katerega namen jedirerarnost in sprejemljivost zdravila za genskaatsjo,
plazmida phiL12.

Klju ¢ne besedekozni tumorji, koZzne metastaze, elektrokemoteegmjenska imunoterapija, interleukin
12

Abstract

Electrochemotherapy is a local ablative therapygtam the use of electroporation as a deliveryegyst
for the cytostatics bleomycin or cisplatin. Its usemainly for the treatment of skin tumors, such a
melanoma skin metastases or basal cell carcinoBlestrochemotherapy is in the guidelines of many
European countries. The effectiveness of electrociieerapy is average for all types of skin tum86£o
objective responses (OR) and 71% complete respd@$safter a single therapy. There are published
standardized procedures for treatment, severafiedrelectric pulse generators and different typés
electrodes are available. However, there are @iffegs in response rates between different tumasalB
cell tumors are the most sensitive, and melanomaotsi are less so. Clinical prognostic factors are
therefore tumor type, tumor size and previous meats. Recent studies have demonstrated synerdism o
its action with immune checkpoint inhibitors in rmebma patients. Basal cell carcinoma is also umitegg
a Phase | clinical trial to study the safety arldrability of a gene therapy drug, phIL12 plasmid.
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1. Kaj je elektrokemoterapija?

Elektrokemoterapija je sedaj Zze dobro uveljavijekalna ablativha terapija, ki se uporablja v pabb
170 centrih po Evropi. Terapevtski pristop je sdgta iz uporabe citostatika in aplikacije ele&iiin
pulzov, kot lokalnega dostavnega sistema za ciiketaZ aplikacijo elekt&inih pulzov na tumor
povzraiimo elektroporacijo celic, ki postanejo permeabil@emolekule, ki sicer ne bi oziroma bi tezko
prehajale cetino membrano. Elektroporacija&sno vzpostavi v membrani permeabilne strukture, ki
omogaijo difuzijo molekul v celice. V nekaj sekundah, ghinutah se te spremembe v membrani povrnejo
v prvotno stanje. V elektrokemoterapiji se uporatialjdva citostatika, bleomicin in cisplatin. Bleami
tezko prehaja membrano, zato se njegova citainést z elektroporacijo pova do 1000 krat, cisplatina
pa nekaj desetkrat.
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Elektrokemoterapija je bila dobro raziskana na gdedcnem nivoju. S poskusi na tumorskih modelih na
laboratorijskih misih, so bili optimizirani elek&ni pulzi, ki imajo najboljsi in vivo tinek, kot tudi njihovo
Stevilo in pogoji za pokritost elektnega polja v tumorju, ter doze citostatikov. V pkdidicnih poskusih
se je tako pokazalo, da 8 eleétih pulzov, jakosti 1300 V/cm, dolZine 100 us iekivence 1 Hz, povzto
dobro elektroporacijo vrste raatih tumorjev za dober protitumorskiinek citostatikov. Enaki elektmi
pulzi se uporabljajo tudi v kliniki, za zdravljerkeznih tumorjev, raztinih histologij.

Vrsta raziskav je tudi opredelila mehanizme, ki em@ljujejo @inek elektrokemoterapije. Prvi in
najpomembnejSi je povana dostava citostatikov v celice. Dokazano je,hil® se oba, bleomicin in
cisplatin, signifikantno kogita v tumorjih s pomgo elektroporacije. Drugi mehanizem delovanja
elektrokemoterapije so njeni vaskularginki. Aplikacijo elektricnih pulzov povzréi vazokonstrikcijo,
zato se tudi citostatika dlj€asa zadrZujeta v tumorju. Poleg tega pa elektragargpovzra@i
permeabilizacijo endotelijskih celic, kar sprozditilno razdiralni @inek. Zato je elektrokemoterapija
primerna tudi za zdravljenje krvatib tumorjev. Tretji «dinek pa je imunomodulatorni.
Elektrokemoterapija sprozi imunogeno ¢eb smrt , tako z bleomicinom, kot tudi s cisplatmaZato se
sprozi lokalni imunski odziv, ki pripomore k celgkuem winku elektrokemoterapije. To jesmek, ki je
lasten Se mnogim drugim ablativnim terapijam, uh tadioterapiji. Nekaj dokazov pa je ze zbranilpred
klinicnem nivoju, da je zato smiselno kombinirati elek&moterapijo z immunoterapijo, tako
imunostimulatorno, kot tudi z inhibitorji imunskkontrolnih tak.

2. Klini éni rezultati zdravljenja z elektrokemoterapijo

Prva multicentdna klinicna Studija zdravljenja z elektrokemoterapijo jeabidbjavljena leta 2006.
Studija je bila zasnovana z namenom uporabiti avipgne standardizirane postopke za
elektrokemoterapijo na bolnikih s koznimi tumowglikosti do 3 cm, raztnih histologij. Bleomicin se je
injiciral intravensko ali intratumoralno, cisplatpa samo intratumoralno. Uporabljene so bile ¢agli
konfiguracije elektrod in generator elektrih pulzov, ki so ga razvili v predhodnem EU prajekV
klinicnem EU projektu- ESOPE, smo tako pripravili staddarane postopke zdravljenja in nedvoumno
pokazali @inkovitost zdravljenja z elektrokemoterapijo. Reatilprojekta so pokazali od 70-90% lokalno
kontrolo rasti tumorjev, i.e. 85% objektivnih odgowov, tako melanomskih metastaz, kot metastaz raka
dojke in drugih histologij. Ta objava je sprozilmSé uporabo elektrokemoterapije po Evropi, najprej
predvsem v ltaliji, kjer je tudi proizvajalec geatarja elektrénih pulzov, nato pa Se po ostalih centrih, in
predvsem v Neiiji.
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Slika 1: Odgovori koZnih tumorjev na elektrokemoterapijo po enkratnem zdravljenju. Z zeleno so prikazani popolni odgovori, celoten stolpec
predstavlja objektivne odgovore (povzeto po Clover et al 2020)
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Centri, ki izvajajo elektrokemoterapijo se v vellacini zdruzujejo v InSpECT konzorciju (International
Network for Sharing Practice of Electrochemothejafa konzorcij zbira podatke o zdravljenju njinlovi
bolnikov, in tako tvori Siroko bazo, ki ima moznosinalize raztinih aspektov zdravljenja z
elektrokemoterapijo. Tako je pred kratkim bil objem ¢lanek, ki je analiziral rezultate zdravljenja z
elektrokemoterapijo na 987 bolnikih in 2482 tumdnskodulih. WEinek zdravljenja, glede na nodule, in ne
glede na histologijo tumorjev, je bil OR 85% (70 ;C%% delnih odgovorov (PR); 11% stabilna bolezen
(SD); 2% napredovanje bolezni (PD)), in glede niaika 83% OR (61% CR; 22% PR; 12% SD; 3% PD).
Smo pa zaznali razliko v odzivih tumorjev glede matologijo, najboljSi odziv je bil zaznan pri
Kaposijevem sarkomu in bazalno ¢aekm karcinomu, slabsi pa pri malignem melanomuy iddjke in
plo&ato celénem karcinomu (Slikal,2). Iz kligmih podatkov lahko izIudmo, da je napovedni dejavnik
zdravljenja odvisen od histologije tumorjev, potega pa se slabSe odzivaj@&yeumorji in pa predhodno
Ze zdravljeni tumorji. Pomembno pa se nam je zakdqge potrebnih Weraziskav, ki bi opredelile bioloSke
napovedne dejavnike. Tako na nivoju &heosti tumorskih celic, kot tudi tumorskega mikkadja. Vemo,
da je vaskularizacija tumorjev zelo pomembna zhzdravljenja z elektrokemoterapijo. Predvidevamo,
na tumorskih modelih smo Ze dokazali, da so dolditpeai tumorji z dobro mikrocirkulacijo krvi bolj
obtutljivi na elektrokemoerapijo. Zal pa kliniih podatkov o tem 3e ni.

Slika 2: Slika 2. Zdravljenje in ucinek elektrokemoterapije bazalnocelicnega karcinoma na
nosu bolnika (iz arhiva Oddelka za eksperimentalno onkologijo Onkoloskega Instituta
Ljubljana)

Drugi dejavnik, ki se nam zdi zelo pomemben je iogenost tumorjev. Na tumorskih modelih smo Ze
pokazali, da je z w@njem imunogenosti tumorjev njihova odzivnostjaeTako je bil tudi v predklignih
poskusih maligni melanom najmanj odziven tumor.d¥agi strani pa smo pokazali, da z adjuvantnim
zdravljenjem z interlevkinom-12 (IL-12) lahko p@aeno odzivnost tumorjev. Najbolj je bil protitumorsk
ucinek pove€an pri manj imunogenih tumorjih in najmanj pri botjunogenih tumorjih, ki odgovorijo
dobro Ze na samo terapijo z elektrokemoterapijektbkemoterapijo bi lahko imeli kot situ vakcinacijo
organizma. Klintna Studija, ki smo jo objavili potrjuje to moznostinspECT bazi smo zbrali bolnike z
napredovalno boleznijo in s koznimi metastazamiamena, ki so bili zdravljeni s pembrolizumabom in
smo jim koZne metastaze dodatno zdravili z elelnosterapijo. Studija je pokazala da, v primerjavi s
primerljivima skupinama bolnikov, ki so bili zdrgehi samo z elektrokemoterapijo in skupino, ki jeb
zdravljena samo s pembrolizumabom, elektrokemoijaragoprinese k lokalnem ¢inku na koZznih
metastazah, kot tudi izboljSa sistemski odgovorazigiEna, tako na oddaljenih zasevkih kot tudi s
poveanim celokupnim prezZivetjem. Zato se nam zdi smsella gredo raziskave v smeri kombiniranega
zdravljenja elektrokemoterapije z zaviralci imurskontrolnih t@k, ali pa z imunogensko terapijo, ki jo
razvijamo, s plazmidom z zapisom za IL-12.

Ucinki elektrokemoterapije na koznih tumorjih so geda dobro znani in primerljivi z dinkovitostjo
drugih ablativnimi terapijami, kar je pokazala matwliza. Se pa elektrokemoterapija razvija tusineri
zdravljenja globoko lezgh tumorjev. V ta namen se izpopolnjujejo tetmipristopi, z razvojem novih vrst
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elektrod. Prve Studije na jetrnih tumorjih, trebushnavki, rektalnih tumorjih kazejo priblizno eka
stopnjo odgovorov, kot pri koznih tumorjih. Razygan uveljavljajo pa se perkutani, endoskopski in
laparoskopski pristopi.

3. Genska imunoterapija

Imunoterapije se v zadnjesasu ma@no uveljavljajo pri zdravljenju razinih vrst raka in pri nekaterih
prihajajo v prve linije zdravljenja. Trenutno sojvekji uspehi dosezeni z zaviralci imunskih kontrolnih
tock, razvijajo pa se tudi nove imunoterapije, ki tgee na celicnih terapijah (CART terapije),
onkoliticnih virusih, tumorskih vakcinah in citokinih. Terpp kjer so bili uporabljeni rekombinantni
citokini so zelo veliko obetale zaradi izjemnih glknicnih rezultatov, ki se pa zal niso potrdili v kkinih
Studijah zaradi hudih neZelenibinkov.

Razvoj terapij s citokini se je zato razvijal predm v obliki genske imunoterapije, ki temelji nenfela v
organizem vnesemo gen za imunostimulatoren citdkise potem v celicah izraza v nizkih katiah, ter
daljcasa. To ne vodi v poviSane serumske koncentracggam povezano toksiostjo in nezelenedinke.

Ker pa je za vnos genov Vv celice potreben vnostesi, se genska zdravljenja razvijajo ¢ikesmereh.
Vnosni sistemi lahko temeljijo na virusnih vektbrj{predvsem adeno, lenti in z adenovirusi povezani
virusni vektorji) ali pa na nevirusnih vnosnih sistih, ki so lahko kenini (razlicni polimerni nosilci) ali
fizikalni kot je elektroporacija. Genska imunoteajap IL-12, ki je bila posredovana z elektropojaci
(genski elektroprenos — GET), se je v mnogih predkiih Studijah izkazala za uspesSno na tauit
tumorskih modelih. V kombinaciji z radioterapijo @lektrokemoterapijo pa so bili dosezeni Se boljsi
protitumorski @&inki, ki so vodili v ozdravitve primarnega tumotijatudi v razvoj imunskega spomina.
Kombinacija elektrokemoterapije in imunske gens&mpije z IL-12 se ze uporablja v veterinarski
onkologiji za zdravljenje mastocitomov in oralnitel@nomov.

V humani onkologiji se trenutno izvajajo kléme Studije v ZDA za zdravljenje melanoma, karcinoma
Merklovih celic in trojno negativnega raka dojkeporabo GET plazmidne DNA z zapisom za humani IL-
12.

4. Klini ¢na Studija faze | pri bazalno celenem karcinomu

Bazalno celini karcinom obsega heterogene histoloSke diaelj od zelo dobro omejenih in povrSinsko
rast@ih tumorjev do agresivnih, infiltrativno rasib ali globoko invazivnih lezij. Zaradi zapletenih
anatomskih stanj v nekaterih podjib glave (nos, orbitalni predel, uSesa) v kombipac morebitno
agresivnejso obliko rasti lahko neustrezno prvaxljgnje predstavlja resen terapevtski problemadiv
do ponovitve bolezni. Ponavljaile se zdravljenje, bodisi kirurSko bodisi obsevalj@,povezano z
zmanjSano tinkovitostjo in/ali funkcionalno disfunkcijo na zarljenem obmgu. Zato je s klinthega
vidika pomembno iskanje novih terapevtskih altemnaV zadnjem ¢asu je imunoterapija postala
pomembna tudi pri zdravljenju lokalno napredovalafjanetastatskega bazalno ¢ekga karcinoma s
prvim odobrenim zaviralcem imunske kontrolnéki® cemiplimabom, ki je postavil temelje za raziskav
drugih imunoterapij.

Bazalno celini karcinom ima najuge mutacijsko breme v primerjavi z drugimi kozZniraki, kar pomeni,
da je prisotnih veliko tumorskih neoantigenov,dtilko povzreéijo aktivacijo lokalnega imunskega odziva
in s tem upo®asnijo rast primarnega tumorja in metastaz. RezWKtaicnih Studij elektrokemoterapije
razlicnih histoloSkih tipov koznih tumorjev so pokazadia je elektrokemoterapijacmkovitejSa pri
bazalnocetinem karcinomu kot pri drugih histoloskih tipih, karverjetno posledica dodatnega sparma
tumorskih antigenov v tumorsko mikrookolje iz cekcso umrle zaradi delovanja elektrokemoteragije.
dodatno spra®ni tumorski antigeni lahko vodijo v patano aktivacijo imunskega sistema in eliminacijo
tumorskih celic.

V skladu s temi ugotovitvami smo zasnovali kimo Studijo GET plazmidne DNA z zapisom za IL-1 2
(phIL12), ki bi jo izvedli lokalno na tumorju z n@mom stimulacije imunskega odziva. Kino Studijo
smo zasnovali kot nerandomizirano Studijo faze lestiranje varnosti in sprejemljivosti natafpcega
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odmerka plazmidne DNA phlL12 pri zdravljenju opehaib bazalno celinih karcinomov v pod@u glave

in vratu.

Primarna cilja Studije sta oceniti varnost in spngjivost genske imuno terapije. Sekundarni ci§i $o
dolaciti farmakokinetiko, farmakodinamiko, izvedljivostaziskave in predvsem d&it odmerek
plazmida, ki vodi v produkcijo proteina IL-12, l@ pioloSko aktiven, povzoinfiltracijo imunskih celic

v tumor in ni toksien, kar bo osnova za nadaljnje kiim¢ raziskave.

Studijo sta odobrili Komisija Medicinske etike Régtike Slovenije (RS) (0120-524/2020-12) in Javna
agencija za zdravila in medicinske pripatke RS. Studijo smo registrirana v podatkovni b&RCTN
(ISRCTN15479959) in Clinical Trials (NCT05077033jer so navedeni tudi vsi vkifitveni in
izkljucitveni kriteriji.

V Studiji testiramo 3 odmerke phiL12 (0,5 mg/mLmb/mL and 2 mg/mL). Odmerke plazmidne DNA,
protokol elektroporacije in Stevilo ponovitev teifjlapgsmo dolgili v ne-klinicnem delu Studije, ki smo jo
izvedli z miSjim ortologom phiL12 (pmIL12). Zdraeljje izvajamo v sploSni anesteziji ali sedacijviedo

od presoje anesteziologa. Plazmidna DNA injiciramiatumorsko in 5 minut za tem dovedemo na tumor
elektricne pulze, ki se uporabljajo za elektrokemoterajgeneratorjem elektmih pulzov Cliniporator
(slika 3). Po koncu terapije rano oskrbimo s stadhiani postopki. Ko se bolniki prebudijo iz anesfez
bo ocenjena tok&nost in morebitni nezeleniéinki ter bol&ina po zdravljenju (VAS lestvica). Kontrolni
pregledi so predvideni 3, 8, in 31 dan, kjer babmkjemljemo brise iz mesta aplikacije plazmida,ikri
biopticni vzorec za doléitev farmakodinamike (koncentracija IL-12 in inednal] v tumorju, Stevilo
kopij plazmida v tumorju) in farmakokinetike (komteacija IL-12 v serumu). Varnost terapije ocenjoge
po kriterijih CTCAEV5.0. Sprejemljivost terapijergnljamo z vpraSalnikom o kakovosti Zivljenja EORTC
QLQ-C30. Odgovor tumorja se dépo RECISTv1.1 kriteriju.

Priprava zdravila Intratumorsko injiciranje

Aplikacija elektri¢nih pulzov preko igelnih elektrod
Volumen injiciranja=% volumna

tumorja

Slika 3: Potek priprave in aplikacije zdravila z elektroporacijo (iz arhiva Oddelka za eksperimentalno onkologijo
Onkoloskega Instituta Ljubljana)

Do sedaj smo v Studijo vkRili 7 bolnikov. Zakljwili smo vklju¢evanje v prvi dve kohorti bolnikov, ki so

e e

e

sprejemljiva, izvedljiva in da nezelenilginkov ni bilo. Pri vseh bolnikih je bila izvedenadi kirurSka
odstranitev tumorja po 31. dnevu, ker sama genskmaterapija z IL-12 p¢akovano ne vodi v popolni
odgovor tumorja.
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