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1ZVLEGEK

Genska terapija postaja ¢edalje bolj zanimiva tudi v onkologiji. Med
aplikacijami je morda najzanimivejsa imunostimulacija. Pripravimo
lahko plazmidno DNA, ki nosi zapis za razli¢ne imunostimulatorne
molekule, ki jih vnesemo v celice tumorjev ali normalnih tkiv. Ta
tkiva postanejo proizvajalci teh molekul, ki lahko delujejo lokalno
ali pa se izlocajo tudi sistemsko v krvni obtok. Ker plazmidna DNA
ne prehaja celicne membrane, so potrebni dostavni sistemi, virusni
ali nevirusni. V nasih studijah uporabljamo predvsem nevirusni
dostavni sistem — elektroporacijo.

Interlevkin 12 (IL-12) je eden od zanimivih citokinov, za katerega
je znano protitumorsko delovanje s spodbujanjem imunskega
odziva in antiangiogenim delovanjem. Namen projekta
SmartGene.si je bil pripraviti plazmid z zapisom za interlev-

kin 12 (plazmid phIL12) in pripraviti vse potrebno za njegovo
klini¢no testiranje za zdravljenje koznih tumorjev. V konzorciju
smo zdruzili mo¢i s partnerji z akademskega in industrijskega
podrocja. Treba je bilo pripraviti plazmid za uporabo v humani
onkologiji po zahtevah Evropske agencije za zdravila (EMA). Za
prijavo klini¢ne studije na Javno agencijo za zdravila in medicin-
ske pripomocke (JAZMP) smo morali izvesti tudi vse neklini¢ne
raziskave o varnosti in u¢inkovitosti zdravila. Nato je bilo treba
razviti postopek priprave zdravila, zagotoviti primerne prostore
za pripravo in izvedbo postopka priprave zdravila.

V treh letih smo dosegli vse te zastavljene cilje in dobili dovoljenje
za izvajanje klini¢ne $tudije na koznih tumorjih, ki ga je izdala
JAZMP na osnovi pozitivnega mnenja Komisije Republike
Slovenije za medicinsko etiko. Zdaj poteka klini¢na studija faze I
preizkusanja plazmida phIL.12 na koznih tumorjih glave in vratu
z namenom preveriti varnost in sprejemljivost genskega elek-
troprenosa plazmida v tumorje. Cilj Studije je prav tako dolo¢iti
primeren odmerek zdravila, ki bi ga v nadaljnji klini¢ni studiji
uporabili kot adjuvantno zdravljenje k ablativnim terapijam, kot
sta radioterapija ali elektrokemoterapija.

Kljucne besede: Genska terapija, interlevkin 12, plazmidna
DNA, genski elektroprenos, klini¢na studija faze I, kozni
tumorji glave in vratu

ABSTRACT

Gene therapy is also attracting interest in oncology. Probably the
most interesting approach is immunostimulation. Plasmid DNA can
be constructed, which is coding for a specific immunostimulatory
molecule, which is then delivered into the cells, either in tumour or
normal tissue. The transfected tissue then becomes the producer of
the molecules encoded in the plasmid. The product is then released
Jrom the cells, either locally or systemically into the bloodstream.
Since plasmids have hampered transport through the plasma
membrane, delivery systems are needed that are either viral or non-
viral. In our studies we predominantly use the non-viral transfection
system, based on electroporation of the cells.

Interleukin 12 (IL-12) is a cytokine with well-known anti-tumour
and anti-angiogenic function. Therefore, in the SmartGene.si
project we wanted to construct a plasmid DNA which is coding for
1L-12 (plasmid phIL12), and perform all the necessary testing and
prepare the documentation for its clinical testing in the treatment
of skin tumours. The SmartGene.si consortium comprises partners
from academia and industry. In the project it was necessary

to prepare the plasmid according to the European Medicinal
Agency (EMA) recommendations. For the application for the
study approval submitted to the Agency for Medical Products

and Medical Devices of the Republic of Slovenia (JAZMP), it was
necessary to perform pharmacological, pharmacokinetic, and effici-
ency testing of phlLI12. Thereafter, we had to develop the process

and the facility, and prepare the drug.

During the last three years, we have achieved all the goals and
obtained the approval of the JAZMP for clinical testing of the
product phIL12 in humans. We also obtained the approval of the
National Ethics Committee. Currently, we are testing phll.-12 in
a Phase I clinical protocol on head and neck skin tumours, with
the aim to test the safety and feasibility of intratumoral gene
electrotransfer of the plasmid phIL12. Another goal of the study
is lo determine a suitable dose of plasmid that could be used in

future studies as adjuvant treatment to ablative therapies such as

radiotherapy or electrochemotherapy.

Keywords: Gene therapy, interleukin 12, plasmid DNA, gene
electrotransfer, clinical study Phase I, head and neck skin
tumours

uvoD

Genska terapija je zelo sirok pojem, ki se tesno prepleta tudi s
pojmom celi¢no zdravljenje. Cilj obeh je namrec popraviti ali
odpraviti neposreden vzrok genetskih bolezni bodisi na ravni
molekule DNA bodisi na ravni celi¢ne populacije. Gensko terapijo
lahko najsirse definiramo kot terapijo, s katero vnasamo v celice
nukleinske kisline (DNA ali RNA) s terapevtskim namenom.
Evropska agencija za zdravila (EMA) definira medicinski
produkt za gensko zdravljenje kot »medicinski produkt za
napredno zdravljenje, ¢e izpolnjuje naslednja pogoja:

*  vsebuje zdravilno u¢inkovino, ki vsebuje ali je sestavljena
iz rekombinantne nukleinske kisline, ki se uporablja pri
ljudeh za urejanje, popravljanje, nadomestitev, dodajanje ali
odstranitev genskega zaporedja

e njegov zdravilni, preprecevalni ali diagnosti¢ni u¢inek
zadeva neposredno zaporedje rekombinantne nukleinske
kisline, ki ga vsebuje, ali proizvod izrazanja genov tega
zaporedja.

Zdravila za gensko zdravljenje pa po definiciji EM A ne vkljucuje-
jo cepiv proti nalezljivim boleznim.

Poleg tega EM A definira se dve vrsti terapije. Prva je somatsko
celi¢no zdravljenje, ki vkljucuje celice ali tkiva, ki so jim bile spre-
menjene bioloske lastnosti. Druga pa vkljucuje celice oz. tkiva, ki
niso namenjena uporabi za iste osnovne funkcije v telesu. Upo-
rabljajo se za zdravljenje, diagnozo ali preventivo bolezni. Poleg
celi¢nega obravnava tudi zdravljenje s tkivnim inzenirstvom, ki
vkljucuje celice ali tkiva, spremenjena tako, da se lahko uporablja-
jo zapopravilo, obnovitev ali zamenjavo ¢loveskega tkiva. Med
genska zdravljenja se tako uvrscajo tudi cepiva DNA, kadar se
uporabljajo za zdravljenje kroni¢nih nenalezljivih bolezni.

GENSKA TERAPIJA IN DOSTAVNI SISTEMI

Gensko terapijo lahko razvrstimo v dve kategoriji: gensko
zdravljenje spolnih in zarodnih celic ter gensko zdravljenje
somatskih celic. Pri genskem zdravljenju spolnih celic se vneseni
genski material prenese na naslednje generacije, torej postane
deden. V vecini drzav je gensko zdravljenje spolnih celic prepove-
dano, ker bi s tem spreminjali ¢loveske lastnosti. Pri somatskem
genskem zdravljenju se genski material vkljuci v specifi¢ne tarcne
(nereproduktivne) celice in se ne prenasa na potomce. Pri takem
zdravljenju je uc¢inek genskega zdravljenja omejen na posamezni-
ka, ki je gensko zdravljenje prejel.

Ker celice nimajo razvitih transportnih mehanizmov za vnos
nukleinskih kislin v celice in ker tuje nukleinske kisline pomenijo
»signal nevarnosti« za celico, je za vnos nukleinskih kislin v celice
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treba uporabiti vektorje oz. nosilce. Za to se najveckrat upora-
bljajo virusni vektorji, ker imajo specificne mehanizme za vstop
v celice, poleg njih pa se uporabljajo tudi nevirusni vektorji, pri
katerih dodatno uporabljamo kemic¢ne ali fizikalne nacine vnosa
v tarc¢ne celice.

Pri uporabi virusov kot vektorjev za vnos genske informacije je
treba virusom najprej odstraniti patogene gene, ki so odgovorni
zarazvoj bolezni, in te nadomestiti z zaporedjem DNA ali

RNA, ki ga Zelimo vnesti v celice. Ohraniti pa je treba gene,

ki so odgovorni za vstop v celice. Tako pripravljenim virusom
recemo virusni vektorji. Najpogosteje se uporabljajo retrovi-
rusni vektoriji, ki se vgradijo v genom gostitelja, adenovirusni
vektorji, ki ostanejo episomalno, torej je transdukcija prehodna,
adeno-povezani virusni vektorji, ker so majhni in neimunogeni,
ter herpes simpleks virusni vektorji zaradi svoje troficnosti do
zivénega tkiva. Z virusnimi vektorji pa je povezano kar nekaj
slabosti, ki vkljucujejo akutno imunsko reakeijo (predvsem pri
adenovirusnih vektorjih), insercijsko mutagenezo (retrovirusniin
adeno-povezani vektorji), citotoksi¢nost (herpes simpleks virusni
vektorji), omejeno velikost vklju¢kov (retrovirusni, lentivirusni
in adeno-povezani vektorji) ter zahtevno proizvodnjo in z njo
povezane velike stroske. Zato se vedno bolj uporabljajo nevirusni
nacini dostave genskega materiala v tarcne celice. Vecinoma se
pri nevirusnih nac¢inih uporablja plazmidna DNA - plazmidni
vektor, katerega prednost je ta, da nismo omejeni z velikostjo
genskega vkljucka, kar je znacilnost virusnih vektorjev. Ker pa
plazmidni vektor v nasprotju z virusnimi vektorji sam ne vstopa
v celice, ga je treba vnesti s kemic¢nim ali fizikalnim nac¢inom
dostave.

Med kemic¢ne dostavne sisteme uvrsc¢amo najrazlicnejse
molekule, ki naj bi: i) zamaskirale negativni naboj nukleinske
kisline; ii) kondenzirale molekulo DNA in jo s tem zmanjsale;

iii) zas¢itile molekulo DNA pred razgradnjo s citoplazmatskimi
nukleazami. Najpogosteje se kot kemicni nosilci uporabljajo
razli¢ni polikationi (kationski lipidi ali polimeri), ki se poveZejo
7 DNA ali jo obkroZijo (enkapsulacija DNA), ali pa se molekula
DNA adsorbira na nosilce (npr. superparamagnetni nanodelci).
Med fizikalne nac¢ine dostave genskega materiala pa uvrs¢amo
metode, pri katerih uporabljamo mehansko, ultrazvocno,
elektri¢no, hidrodinamsko ali na laserju temeljeco (svetlobno)
energijo, s katero zacasno destabiliziramo oz. poskodujemo
celicne membrane in s tem omogoc¢imo prenos nukleinskih kislin
v celi¢no notranjost. Med najbolj razsirjene fizikalne vnosne
sisteme spada elektroporacija, ki se Ze uporablja v klini¢nih
studijah (1, 2). Po vnosu v evkariontske celice plazmidni vektorji
prav tako ostajajo zunaj kromosomov in se ne vgradijo v genom,
zato je izrazanje vnesenih genov prehodne narave, kar je varnejse
in pri zdravljenju raka ali DNA cepljenju pravzaprav zazeleno.

ZNACILNOSTI PLAZMIDNIH VEKTORJEV, PRIMERNIH ZA
KLINICNO UPORABO

Plazmidi so majhne krozne zunajkromosomske dvoverizne
molekule DNA, naravno prisotne v bakterijah, s katerimi si
bakterije, prek horizontalnega prenosa, izmenjujejo koristne
genetske informacije, kot je odpornost proti antibiotikom. Za
gensko terapijo uporabljamo umetno sestavljene plazmide,

tako imenovane plazmidne vektorje, ki jih namnozimo v gensko
spremenjenih bakterijah, obic¢ajno so to razli¢ni sevi bakterij
Escherichia coli (3). Plazmide pripravljamo z molekularnim klo-
niranjem, ki vkljucuje nabor metod, pri katerih fragmente DNA
vzamemo iz izvornega organizma in vstavimo oz. kloniramo v
izbrani plazmidni vektor. Za uporabo v genski terapiji potem
plazmidno DNA izoliramo iz gostiteljskih bakterij ter jo prip-
ravimo v ustrezni kakovosti in v zahtevani cistosti. Izdelovanje

plazmidne DNA je poceni in varno v primerjavi z izdelovanjem
virusnih vektorjev, prednost plazmidne DNA pa je tudi njena
obstojnost na sobni temperaturi.

Glavne sestavne dele plazmidnih vektorjev lahko razdelimo na
ekspresijsko kaseto, ki nosi zapis za izbrani terapevtski gen, in
bakterijsko ogrodje, ki ga potrebujemo za proizvodnjo plazmidov
v bakterijah. Bakterijsko ogrodje nosi zapis za selekcijski oznace-
valec, ki je navadno gen za odpornost proti antibiotiku, kar pa je
pri klini¢ni uporabi nezazeleno (4, 5). Obstaja namrec tveganje
za horizontalni prenos odpornosti na okolijske in komenzalne
mikroorganizme ter tveganje za alergijski odziv na ostanke
antibiotika, ki se uporablja pri proizvodnji plazmidov (6, 7). Zato
nadzorni agenciji, odgovorni za licenciranje zdravil, EMA in
FDA, priporocata izogibanje genom za odpornost ali vsaj uporabo
odpornosti proti taksnim antibiotikom, ki se ne uporabljajo za
zdravljenje ljudi.

Dabi izpolnili omenjena varnostna priporocila, so znanstveniki
razvili Stevilne alternativne nacine za pripravo plazmidov, ki ne
temeljijo na selekeiji z antibiotikom (6). Eden taks$nih nacinov je
operator-represorska titracija (ORT) (8), ki jo je razvilo podjetje
CobraBio in smo jo uspesno implementirali v nase laboratorije
(9-11). Pri tehnologiji ORT uporabljamo poseben mutiran

sev Escherichia coli, ki ni zmozen preziveti brez plazmidov, ki
omogocijo izrazanje manjkajoce esencialne aminokisline. Poleg
prej omenjenih varnostnih prednosti so plazmidi pripravljeni
tako, tudi manjsi, kar zagotavlja vecjo uspesnost transfekcije (12)
in manj$o imunogenost, saj je zmanjsan ravno bolj imunogen
bakterijski del plazmida (6, 13).

Aktivni del plazmidnega vektorja je ekspresijska kaseta s
transgenom in promotorjem, ki nadzoruje njegovo izrazanje (14).
Promotor naj bi podpiral dolgotrajno izrazanje transgena ali pa
vsaj nadzorovano izrazanje. V preteklosti je ve¢ina plazmidov
vsebovala citomegalovirusni (CMV) promotor, ki pa ne zagotavlja
dolgotrajnega izrazanja, saj je zaradi virusnega izvora dovzeten
za transkripcijsko utisanje v evkariontskih celicah. Primerna
zamenjava za virusne promotorje so promotorji celi¢cnih hisnih
genov (angl. housekeeping genes), ki se stalno izrazajo v vseh
tkivih telesa (14). V pristopu, imenovanem transkripcijsko
ciljanje, pa uporabimo promotorje genov, ki se izrazajo samo

v nekaterih tkivih (tkivno specifi¢ni promotorji) ali postanejo
dejavni pod vplivom dolocenih zunanjih ali notranjih dejavnikov
(inducibilni promotorji) (16). Za naso klini¢no studijo smo izbrali
inducibilni promotor gena za od ciklina odvisni kinazni inhibitor
1 (angl. cyclin-dependent kinase inhibitor 1, CDKN1A), bolj znan
kot p21 (19). Gen p21 se povisano prepisuje ob genotoksi¢nem
stresu, inducira pa se tudi v tumorsko specifi¢nih razmerah,

kot je hipoksija (20, 21). Promotor p21 je tako zelo primeren za
prostorski in ¢asovni nadzor nad izrazanjem pri zdravljenju raka,
se posebej kadar gensko terapijo kombiniramo s kemoterapijo ali
radioterapijo (22-24).

Glavni del ekspresijske kasete je zapis za transgen, torej gen,
katerega izrazanje zelimo izKoristiti v terapevtske namene.
Terapevtske gene, primerne za zdravljenje raka, lahko razdelimo
v stiri kategorije. Lahko delamo zamenjavo ali popravilo okvar-
jenih genov (popravljalna genska terapija), ker pa je rak posledica
stevilnih mutacij, ta pristop ni vedno najbolj smiseln in u¢inkovit.
Bolj primerni so tisti, pri katerih sprozimo smrt rakavih celic. To
lahko dosezZemo z neposrednim ciljanjem rakavih celic s transfek-
cijo samomorilskih ali citotoksi¢nih genov (citoredukcijska genska
terapija), posredno s ciljanjem rakavega zilja (zilno-ciljano genska
terapija), ali pa $e bolje, s sprozZitvijo protirakavega imunskega
odziva (genska imunoterapija). Pristopi slednjega vkljucujejo
cepljenje z DNA, torej vnos zapisa za razli¢ne tumorske antigene in
vnos imuno-spodbujevalnih citokinov. Najbolje raziskan in najpo-
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gosteje uporabljen citokin za genski elektroprenos je interlevkin 12
(IL-12), ki ga Ze leta uspesno preizkusamo tudi sami in smo ga zato
tudi izbrali za naso klini¢no studijo.

PREDKLINIENE STUDIJE S PLAZMIDI Z ZAPISOM ZA IL-12

1L-12 je topen vnetni citokin, ki ga proizvajajo fagociti in
dendriticne celice kot odgovor na antigene. IL.-12 so odkrili leta
1989. Izolirali so ga iz s forbol diester aktivirane Epstein-Barr
transformirane linije ¢cloveskih limfoblastoidnih celic BRPMI
8866 in ga poimenovali spodbujevalni dejavnik celic naravnih
ubijalk. Ze takoj so bile prepoznane tri aktivnosti IL.-12: indukcija
proizvodnje IFN-y, povecanje citotoksi¢nosti naravnih celic
ubijalk in okrepitev mitogenega odziva celic T. IL-12 je heterodi-
mer, sestavljen iz dveh podenot, 35 kDa lahke verige (znane tudi
kot p35-11-12) in 40 kDa tezke verige (znane kot p40-11.-12).
Leto pozneje, 1990, je bil IL-12 neodvisno opisan kot »dejavnik
zorenja citotoksic¢nih limfocitov«, leta 1991 pa je bilo predlagano,
da se za novoodkrit citokin uporabi oznaka I1.-12. Kmalu zatem
so bili klonirani ¢loveski in misji geni za [1.-12, kar je spodbudilo
nadaljnje studije o terapevtski u¢inkovitosti rekombinantnega
1L-12 pri razli¢nih modelih tumorjev, vklju¢no z metastazami
(25-30).

Protitumorska uc¢inkovitost IL.-12 je ve¢plastna in Se vedno

ni povsem pojasnjena. Sestavljena je iz indukcije proizvodnje
IFN-y, ki povzro¢i infiltracijo citotoksi¢nih limfocitov T in celic
naravnih ubijalk (NK) v tumorje, ki izkazujejo citoliti¢ne aktiv-
nosti proti rakavim celicam. Poleg tega ima IL.-12 antiangiogeno
delovanje prek indukcije interferon inducibilnega proteina-10
(IP10) in monokina Mig. Poleg tega IL-12 poveca odziv celic

T pomagalk, kar vodi do aktivacije specifi¢nega odziva celic B.

Dobro protitumorsko in protimetastatsko delovanje 11.-12 je bilo
dokazano na stevilnih predklini¢nih modelih tumorjev. IL-12 so v
zacetnih studijah uporabljali v obliki rekombinantnega proteina.
Po zacetnih klini¢nih studijah, kjer so bili opazeni hudi nezeleni
ucinki, so terapijo z rekombinantnim IL-12 opustili in zaceli so se
iskati novi nacini, kako pripeljati IL-12 na podrocje tumorja.

Genska terapija je omogocila izboljsan nacin aplikacije I1.-12

in s tem tudi izboljsano delovanje. V razli¢nih studijah sta bili
ocenjeni varnost in protitumorska u¢inkovitost intratumorske
genske terapije z [1.-12. Za gensko terapijo z I1.-12 so uporab-
ljali razli¢ne dostavne sisteme, ki vkljucujejo injiciranje gole
plazmidne DNA, adenovirusne ali druge virusne vektorje,
fizikalne nacine vnosa plazmidnega vektorja s pomocjo genske
pistole ali elektroporacije ter druge kemic¢ne nac¢ine vnosa (31).
V ZDA potekajo tudi ze klini¢ne studije in prvi rezultati so zelo
obetavni, tudi v kombinaciji z zaviralci imunskih kontrolnih
toc¢k (32, 33). Kot omenjeno zgoraj, se na Oddelku za eksperi-
mentalno onkologijo Ze leta ukvarjamo z gensko terapijo z [1.-12.
Pripravili smo razli¢ne plazmidne vektorje, ki smo jih testirali na
razli¢nih tumorskih modelih (Slika 1). V sodelovanju z Veteri-
narsko fakulteto Univerze v Ljubljani sodelavci z Onkoloskega
instituta Ljubljana izvajajo gensko terapijo z I1.-12 v kombinaciji
s kirurgijo in elektrokemoterapijo na tumorjih pri psih ljub-
ljenckih. Dokazali smo, da je terapija varna in zelo u¢inkovita
ter da v nekaterih primerih deluje tudi na oddaljene tumorje
(34). Za translacijo v humano medicino pa smo se odlo¢ili zato,
da bi pripravili plazmidni vektor za produkcijo 11.-12, ki bi bil
pod nadzorom inducibilnega promotorja gena p21 in brez gena
za antibioti¢no rezistenco. Tako smo sestavili zdravilo, plazmid
phIL12, ki nosi zapis za produkcijo sicer naravno prisotnega
proteina IL.-12 z znanim protitumorskim delovanjem.

Slika 1: Shematski prikaz delovanja genske terapije. E - elektrina poljska jakost.
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KAKO SMO ZDRUZILI MOEI

Vletu 2017 se je pripravljala pametna specializacija, S4, na
Ministrstvu za izobrazevanje znanost in $port (MIZg) vsodelo-
vanju s Sluzbo Vlade Republike Slovenije za razvoj in evropsko
kohezijsko politiko (SVRK). Namen pametne specializacije

jebil izbrati prioritetna podrod¢ja in dejavnost za Slovenijo kot
prioritetna podrodja, na katerih se pric¢akujejo najvecji premiki, ki
so potrebni za nadaljnji razvoj gospodarstva. Nastala so Strateska
razvojno-inovacijska partnerstva (SRIP) za posamezna podrodja,
med drugimi je bil ustanovljen SRIP medicina. V SRIP-u
medicina so bila izoblikovana posamezna prednostna podrocja,
in sicer translacijska medicina, aktivno in zdravo staranje, biofar-
macevtika, naravna zdravila in kozmetika ter zdravljenje raka.

Pri pripravi SRIP-ov in podrocij delovanja so potekale intenzivne
razprave. V razpravo so se vkljucili skoraj vsi vidni predstavniki
raziskovalnih institucij, laboratorijev. Mnogo raziskovalcev

je predstavljalo svoje ideje in svoje dejavnosti. V razpravo in v
SRIP-e so bili vkljuceni tudi delezniki iz industrije in gospo-
darstva. Tako so se zacele vzpostavljati vezi med akademskim
podrocjem in industrijo, saj so se prvic skupaj dobili predstavniki
obeh strani in se zaceli pogovarjati. Predvsem smo morali po
podrocjih izlus¢iti tematike, ki bodo prebojne in zanimive v
prihodnosti. Tako smo na podrocju onkologije imeli §tevilne
sestanke. Med drugimi smo mi predstavili svoje ideje in jih
argumentirali s svojimi predklini¢nimi rezultati (32, 34). Ideja
SRIP-ov paje bila tudi, da morajo tehnologije in pristopi preiti

iz Technological Readiness Level (TRL) 3 vsajv TRL 6 ali vec.
Zatak preboj paje potrebna klini¢na studija. V okviru podrocja
onkologija smo tako izlus¢ili in predlagali dve prioritetni
podrodji, in sicer gensko in celi¢no terapijo, ter razvoj na podrocju
protonske terapije.

Na osnovi priprave dokumentacije SRIP-a medicina je Ministr-
stvo za izobrazevanje, znanost in Sport pripravilo razpis »Spod-
bujanje izvajanja raziskovalno-razvojnih projektov (TRL 3-6)«,
nakaterega smo se prijavili. Nasa ideja je bila, da bi zdravilo
phIL12 pripravili tako, da bi bilo primerno za uporabo v klini¢ni
raziskavi, in bi zaceli izvajati klini¢no studijo. Za to pa je bilo
treba sestaviti konzorcij, v katerem bi zdruzili predklini¢ne in
biotehnoloske laboratorije z uporabniki v kliniki. Zato smo se
zdruzili partnerji s specifi¢nimi znanji v projektu SmartGene.si
znaslovom »Nova generacija genske terapije za zdravljenje raka:
od genov do proizvodnje in klinike« (Slika 2). Vodilna ustanova
je bila Onkoloski institut Ljubljana, kjer imamo zmogljivosti

za konstrukcijo plazmidov ter testiranje teh v neklini¢énih in
klini¢nih studijah. COBIK, zasebni raziskovalni zavod kot bio-
tehnoloski center ima znanje in izkusnje pri razvoju proizvodnih
procesov kompleksnih bioloskih molekul, pri ¢emer imajo znanja
razvijati in optimizirati biotehnoloske procese. Iskra P10 je
industrijski deleznik, ki ima izkusnje s pripravo ¢istih prostorov
za pripravo biotehnoloskih zdravil, Jafral ima izkusnje s proizvo-

Slika 2: Logotip projekta SmartGene.si; Nova generacija genske terapije
za zdravljenje raka: od genov do proizvodnije in klinike.
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dnjo bioloskih zdravil, Fakulteta za elektrotehniko Univerze v
Ljubljani pa s pripravo generatorjev elektri¢nih pulzov. Klini¢ni
partner naravni veterine je bila Veterinarska fakulteta Univerze
v Ljubljani, kjer ze imajo izkusnje z elektrokemoterapijo in
genskim zdravljenjem v veterinarski onkologiji. Klinika za
otorinolaringologijo in cervikofacialno kirurgijo Univerzitetnega
klini¢nega centra Ljubljana (ORL) pa Ze ima izkusnje z elektro-
kemoterapijo, kar je prvi pogoj za zasnovo klini¢ne studije genske
terapije.

Vsi ti partnerji smo skupaj zasnovali projekt SmartGene.si, v
katerem naj bi na koncu projekta zaceli klini¢no studijo prve
genske terapije v Sloveniji na osnovi lastnega znanja in z lastnim
zdravilom, zasnovanim in proizvedenim v Sloveniji. Na razpisu
nam je uspelo in pridobili smo sredstva MIZS in strukturnih
skladov EU. Na koncu projekta leta 2021 nam je uspelo doseci
vse zastavljene cilje in zaceli smo zdravljenje prvih bolnikov

z zdravilom phIL12. Tako smo sestavili platformo za razvoj,
testiranje in uvajanje v klini¢no prakso podobnih zdravil, ki bi jih
se lahko razvili.

PRIPRAVA DOKUMENTACIJE ZA KLINIENO $TUDIJO

Dokumentacija za zacetek klinicne studije faze [ z novim
zdravilom je bila obsezna. Plazmid, ki nosi zapis za citokin [1.-12,
ki je vnasem primeru poimenovan plazmid phIL12, spada v
kategorijo zdravil za napredno zdravljenje (Advanced Therapy
Medicinal Product- ATMP) kot genska terapija.

Zapravilno usmeritev pri razvoju taksnega zdravila se v Evropi
priporoca posvet z EM A za pridobitev njihovega znanstvenega
nasveta zaradi lazje poznejse registracije zdravila. Po znan-
stveni nasvet smo se obrnili skupaj s proizvajalci/razvijalci
nasega zdravila phlL12 znotraj konzorcija SmartGene.si, kjer
smo pripravili dosje s podatki o kakovosti zdravila, neklini¢ni
studiji in klinicnem protokolu. Po prvem spletnem sestanku smo
pripravili dodatne obrazlozitve in prilagoditev protokolov, ki smo

jih predstavili odboru za ATMP zdravila. Kon¢ni znanstveni

nasvet EM A smo prejeli vletu 2020 in na njegovi podlagi zaceli
pripravljati vso dokumentacijo, potrebno za odobritev klini¢ne
studije. Pripravili smo klinicni protokol, za katerega smo pridobili
soglasje Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko.
Skupaj s proizvajalci/razvijalci zdravila smo pripravili dosje o
zdravilu v preizkusanju (IMPD), ki vsebuje vse podrobnosti o
zdravilu phIL12. Na Ministrstvo za okolje in prostor smo prijavili
namerno spros¢anje GSO v okolje ter operacijsko dvorano na
kliniki ORL vpisali v register za delo z gensko spremenjenimi
organizmi kot zaprti sistem.

Zaizdelavo brosure za raziskovalca smo potrebovali klju¢ne
neklini¢ne podatke o uc¢inkovitosti, farmakodinamiki, far-
makokinetiki ter varnosti zdravila. Za to smo na Oddelku za
eksperimentalno onkologijo zasnovali in izvedli neklini¢no
studijo na misih, za katero smo pridobili mnenje eti¢ne komisije
za poskuse na zivalih in dovoljenje Uprave za varno hrano,
veterinarstvo in varstvo rastlin (U34401-6/2020/5). Zaradi
bioloske neaktivnosti humanega IL-12 v misih (humani IL-12
se ne veze na misji receptor za I1.-12) smo na podlagi znanstve-
nega nasveta EM A konstruirali Se plazmid pmIL12, ki ima gen
za humani IL-12 zamenjan z misjim genom za IL-12 (plazmid
pmIL12). Preizkusana phIL12 in pmIL12, ki sta se uporablja-
la za neklini¢no testiranje, sta imela enake specifikacije kot
phIL12, ki se uporablja v klini¢ni studiji. étudij() smo nacrto-
vali vskladu z znanstvenim nasvetom EMA, Pravilnikom o
dobri laboratorijski praksi ter naslednjimi smernicami: EMA/
CAT/80183/2014 (Quality, preclinical and clinical aspects of
gene therapy medicinal products); EMA/CAT/852602/2018
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(Guideline on quality, non-clinical and clinical requirements for
investigational advanced therapy medicinal products in clinical
trials); EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006 (Guideline on

the non-clinical studies required before first clinical use of gene
therapy medicinal products); EMA/CPMP/ICH/286/1995
(ICH guideline M3(R2) on non-clinical safety studies for the
conduct of human clinical trials and marketing authorisation

for pharmaceuticals); EMA/CHMP/ICH /646107/2008 (ICH
guideline S9 on nonclinical evaluation for anticancer pharmace-
uticals); EMEA/273974/2005 (Guideline on non-clinical testing
for inadvertent germline transmission of gene transfer vectors);
CPMP/BWP/3088/99 (Note for Guidance on the Quality, Prec-
linical and Clinical aspects of gene transfer medicinal products);
CPMP/SWP/1042/99 Rev 1 Corr (Guideline on repeated dose
toxicity); Reflection paper: Expectations for Biodistribution
(BD) Assessments for Gene Therapy (GT) Products. Z neklinic¢-
no studijo smo pridobili vse potrebne dokaze o izrazanju, bioloski
aktivnosti ter potenci produkta I11.-12, u¢inkovitosti zdravljenja
na misjih tumorjih, nastanku imunskega odziva v tumorjih,
biodistribuciji in ¢asu zadrzevanja zdravila po razli¢nih tkivih

in organih ter njegov varnostni profil (35, 36). Za pridobitev
podatkov smo procesirali in shranili 9213 razli¢nih vzorcev. V
studiji je sodelovalo 22 raziskovalcev, med katerimi jih je pet
izvajalo stalni nadzor nad izvajanjem studije. Na podlagi vse
predlozene dokumentacije nam je JAZMP v septembru 2021
izdala odlo¢bo o odobritvi klini¢nega preizkusanja faze 1.

Postopek in ¢asovni potek pridobivanja potrebne dokumentacije
v sklopu projekta sta predstavljena v Sliki 3.

NAMEN, CILJI IN IZVEDBA KLINIENEGA PREIZKUSANJA FAZE |

Vse priprave na neklinic¢ni ravni in priprava dosjeja o zdravilu so
bile osnova za pripravo protokola klini¢ne studije. Glede na novo
zdravilo, ki je v kategoriji ATMP, je bilo treba zasnovati klini¢ni
protokol, ki bo zagotovil varnost in izvedljivost genske terapije
tumorjev z genskim elektroprenosom.

Izbor tumorjev je bil poseben izziv. Treba je bilo zagotoviti
najbolj$se mozno zdravljenje bolnikom v studiji, hkrati pa preveriti
varnost in sprejemljivost zdravljenja. Zato smo se odlocili za
bazalnoceli¢ni karcinom, ki je operabilen in na podrocju glave
invratu. Zaradi razmeroma pocasne rasti tovrstnega tumorja

je interval 30 dni, ki smo ga predvideli od zdravljenje z genskim
elektroprenosom phlL12 in zadnje kontrole v klini¢ni studiji,
sprejemljiv in ne povecuje nevarnosti zaradi napredovanja
bolezni. Ce v 30 dneh ne bi prislo do popolnega odgovora na
terapijo, je predvidena kirurska ekscizija tumorjev (Slika 4).

Studijaje zasnovana kot intervencijska s tremi odmerki ucin-
kovine phIL12 vsakic¢ v skupini s tremi bolniki. Vsak naslednji
odmerek ima visjo koncentracijo u¢inkovine. V studiji sledimo v
primarnem cilju varnost zdravljenja in sprejemljivost zdravljenja.
Pomemben del studije pa sta tudi farmakokinetika in farmako-
dinamika zdravljenja, pri ¢emer bomo merili koli¢ino u¢inkovine
lokalno, vtumorju po genskem elektroprenosu, morebitno spro-
s¢anje v krvni obtok in spremljali imunske parametre v tumorju
in v cirkulirajo¢ih imunskih celicah. Za to bomo ob kontrolnih
pregledih odvzemali kri in tkivne vzorce tumorja. Kon¢ni cilj je iz
vseh zbranih podatkov izbrati najprimernejsi odmerek uc¢inkovi-

Slika 3: Postopek in €asovni potek pridobivanja potrebne dokumentacije od pricetka projekta julija 2018 do vklju€itve prvega bolnika v novembru
2021. EMA: Evropska agencija za zdravila; UVHVVR: Uprava Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin; Ol: Onkolo$ki inStitut
Ljubljana; GSO: gensko spremenjeni organizmi; KME: Komisija za medicinsko etiko; JAZMP: Javna agencija Republike Slovenije za zdravila in medicin-
ske pripomocke; Z0OOS: Znanstveni odbor za namerno spro$canje GSO v okolje in dajanje izdelkov na trg.
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ne phlL12 za nadaljnje klini¢ne studije v kombiniranem zdravlje-
nju z ablativnimi nacini.

Zdravljenje je predvideno kot enkratno, za dostavni sistem bo
uporabljena elektroporacijo. Za varno in u¢inkovito dostavo
plazmidne DNA bomo uporabili generator elektri¢nih pulzov
IGEA s.r.l. iz Italije, ki je certificiran za izvajanje elektrokemote-
rapije in tudi genskega elektroprenosa. Nasa studija je tudi prva
v Evropi, ki bo uporabila genski elektroprenos za zdravljenje
tumorjev.

V studijo so bili vkljuceni ze trije bolniki z bazalnoceli¢nim kar-
cinomom (Slika 5). Pri najniZjem odmerku nismo opazili nobenih
nezelenih uc¢inkov

Slika 5: Izvajanje genske terapije z zdravilom phiL12. phiL12 injiciramo
intratumorsko in pocakamo 5 minut, da se plazmidna DNA razporedi po
tumorju (A). Nato z vzporednimi igelnimi elektrodami dovedemo elek-
tri€ne pulze na tumor, vklju€no z varnostnim robom (B).

Slika 4: Shema klini€ne Studije SmartGene.si s primarnimi in sekundarnimi cilji.

CR - "punch” biopsija
PR, SD, PD - brez tumorja
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Farmakokinetika in
Farmakodinamika

Izvedljivost raziskave in
vkljuéevanje bolnikov

Doloéitev priporocenega odmerka za
nadaljne raziskave
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UPORABA GENSKE TERAPIJE V PRIHODNOSTI

Klini¢na studija bi morala pokazati varnost in tudi u¢inek na
spodbujanje lokalnega imunskega odgovora. Stevilne druge nek-
lini¢ne in tudi sorodne klini¢ne studije, ki so se izvedle v ZDA, so
pokazale dober ucinek lokalnega spodbujanja imunskega odziva s
plazmidno DNA z zapisom za [ L-12.

V zadnjem c¢asu ¢edalje ve¢ studij nakazuje na pozitiven uc¢inek
kombiniranega zdravljenja lokalnih terapij z ablativnim delova-
njem in socasnega imunskega zdravljenja. Taki pristopi so bili
opazeni pri kombinaciji radioterapije in zaviralcevimunskega
odziva, kot tudi kombinaciji elektrokemoterapije in zaviralcev
imunskega odziva. Posebno je zanimiva studija elektrokemotera-
pije in pembrolizumaba pri napredovalem melanomu s koznimi
metastazami. V tej Studiji se nakazuje ucinek elektrokemoterapi-
je kot vakcinacije in situ, saj se je pokazala interakcija z u¢inkom
pembrolizumaba tako na lokalni ravni kot tudi na oddaljenih
metastazah in celokupnem prezivetju bolnikov (37).

V prihodnosti bo mesto genskega elektroprenosa ph1L12 najver-
jetneje v kombinirani terapiji z ablativnimi terapijami, podobno
kot z zaviralci imunskih kontrolnih to¢k. Posebno mesto bi lahko
imela kombinacija genske terapije s ph1L.12 in radioterapije.
Druga kombinacija pa je z elektrokemoterapijo, pri kateri se
uporablja ista tehnologija, vendar za dostavo citostatikov. V tem
primeru bi lahko hkrati izvedli elektrokemoterapijo in genski
elektroprenos ph1L12 v tumorje in spremenili lokalni uc¢inek
elektrokemoterapije v lokoregionalnega ali celo sistemskega z
dodatnim u¢inkom phIL12.

ALI LAHKO RAZVIJAMO SE DRUGA PODOBNA ZDRAVILA?

Konzorcij partnerjevv projektu SmartGene.si je pokazal, dav
slovenskem prostoru lahko zdruzimo ljudi in razli¢ne deleznike
zrazlicnih podrocij k doseganju novih ciljev in uvajanju novih
tehnologij z lastnim znanjem. Vsi delezniki, partnerji so tvorno
sodelovali, zato smo v treh letih dosegli vse zastavljene cilje v
projektu. Industrijski partner Iskra P1O je razvil in pripravil

inovativen koncept modularnih ¢istih prostorov - SmartCon, ki
omogocajo proizvodnjo v skladu s standardi dobre proizvodne
prakse, ki so zahtevani za proizvodnjo zdravil (Slika 6). JAFRAL
je proizvedel klini¢ni material v skladu z dobro proizvodno
prakso (GMP) in pridobil certifikat GMP za proizvodnjo ATMP
klini¢nega materiala. Akademski partner Fakulteta za elektro-
tehniko je pripravila generator elektri¢nih pulzov, primernih

za transfekcijo koZe (Slika 6). SmartGene generator elektri¢nih
pulzov (38) za transfekcijo celic koZe generira elektri¢ne pulze
amplitude 560 V in dolZine 100 ps. Pulze v 18 sekvencah po stiri
pulze dovede med Sestimi elektrodami. Elektrode so neinvazivne
in za veckratno uporabo. Izdelane so iz medicinskega nerjavecega
jekla in snemljive za lazjo sterilizacijo in enostavno zamenjavo.

Drugi partnerji pa so sodelovali pri pripravi, testiranju in zacetku
klini¢nega preizkusanja faze 1. Pridobili smo ogromno novega
znanja in izkusenj, ki jih lahko s pridom izkoristimo za doseganje
novih ciljev. Ustvarjena tako imenovana platforma je lahko
zacetek novih zdravljenj z naprednimi zdravili, kot so u¢inkovine
na osnovi tehnologij DNA ali RNA na podro¢ju raka, pa morda
tudi na podrocju preventive in zdravljenja drugih bolezni.

Slika B: V okviru projekta Smartgene.si so bili razviti Cisti prostori GMP za pripravo zdravil za napredno zdravljenje (A) in generator elektricnih pulzov

za transfekcijo celic koze (B).
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