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Izvlec¢ek

V prispevku bomo predstavili gensko imunoterapijo z interlevkinom 12 (IL-12), od predklini¢nih
Studij do klini¢ne $tudije faze 1, ki se trenutno izvaja na Onkoloskem institutu Ljubljana in Kliniki
za otorinolaringologijo in maksilofacialno kirurgijo Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana. Poleg
tega bomo predstavili osnove za kombinacijo imunskih terapij z lokalnimi ablativnimi terapijami, kot je
radioterapija.

Klju¢ne besede: bazalno celi¢ni karcinom, interlevkin 12, elektroporacija, genski elektroprenos,
klini¢na $tudija faze I

Uvod

Kombinacija imunskih terapij z radioterapijo predstavlja velik izziv za raziskovalce,
predvsem v iskanju pravih doz, vrstnega reda terapij in trajanja zdravljenja. Najve¢ raziskav
na podrodju radioterapije poteka z zaviralci imunskih kontrolnih tock. Poleg zaviralcev
imunskih kontrolnih to¢k, pa se lahko uporabljajo tudi druge imunske molekule, kot so
citokini. V nasih raziskavah uporabljamo citokin interlevkin-12 (IL-12), ki ga vnesemo
v celice v obliki zapisa na plazmidni DNA molekuli, kjer se potem prevede v terapevtski
protein. Na osnovi dolgoletnih predklini¢nih raziskav na razli¢nih vrstah tumorjev, smo
zastavili klini¢no preizkusanje faze I z genskim elektroprenosom plazmida z zapisom
za IL-12. Za pridobitev dovoljenja za izvajanje klini¢nega preizkusanja smo izvedli
tudi ne-kini¢no testiranje zdravila. Namen faze I klini¢nega preskusanja je preuditi
varnost in sprejemljivost zdravila za gensko terapijo, Elazmida phIL12, pri zdravljenju
bazalnoceli¢nih karcinomov v predelu glave in vratu. Studija je zasnovana kot Studija s
povecevanjem odmerka z namenom ugotavljanja varnosti in sprejemljivosti zdravljenja.
Poleg tega Zelimo ugotoviti kateri odmerek plazmida phIL12 je varen in hkrati izzove
biolosko aktivnost interlevkina 12 (IL-12). Rezultati te $tudije bodo osnova za nadaljnje
klini¢ne $tudije, kjer bi gensko terapijo kombinirali s standardnimi lokalnimi terapijami,
kot je radioterapija.

Genska imunoterapija z interleukinom 12

Terapije raka s spodbujanjem imunskega sistema se na najrazli¢nej$e na¢ine uporabljajo
ze vrsto let. V zadnjem ¢asu se intenzivno razvijajo terapije v obliki genske imunoterapije,

16



ki temelji na tem, da v organizem vnesemo gen za citokin, ki se potem v celicah izraza
v nizkih koli¢inah, ter dalj ¢asa. To ne vodi v povisane serumske koncentracije in s tem
povezano toksi¢nostjo in nezelene u¢inke. Med najbolj raziskanimi citokini za zdravljenje
raka je IL-12, ki nima direktnega citotoksi¢nega u¢inka na tumorske celice, ampak je ta
ucinek posredovan preko razli¢nih mehanizmov. IL-12 sodeluje pri diferenciaciji naivnih
celic T v celice Th1, poleg tega spodbuja rast in delovanje celic T. Spodbuja nastajanje
in izlo¢anje interferona gama (IFN-y) in tumorskega nekroznega faktorja alfa (TNF-a.)
iz celic T in naravnih celic ubijalk (NK). IL-12 ima tudi antiangiogeno delovanje,
kar pomeni, da lahko blokira nastajanje novih krvnih Zil. To stori preko posredovanja

IFN-y, ki poveéa proizvodnjo kemokina, imenovanega inducibilni protein-10 (IP-10 ali
CXCL10).

Vnos genov v taréne celice lahko izvedemo na ve¢ nadinov, z virusnimi vekeorji ali
nevirusnimi vektorji, kamor spada tudi vnos plazmidne DNA z elektroporacijo — genski
clektroprenos (GET). Genska imunoterapija z IL-12, ki je bila posredovana z GET, se je
v mnogih predklini¢nih $tudijah izkazala za uspe$no na razli¢nih tumorskih modelih. V
neklini¢ni Studiji smo zaradi bioloske neaktivnosti humanega IL-12 v misih uporabili
plazmid z mi§jim genom za IL-12 (plazmid pmIL12). Studijo smo izvedli na obeh spolih
misi, kar je v skladu s najnovej$imi smernicami Evropske agencije za zdravila.
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Slika 1. Potek poskusov na iz vivo nivoju ne-klini¢nega testiranja z izbranimi to¢kami testiranja.
GET - genski elektroprenos, QRT-PCR - kvantitativni real time PCR, BC - biokemija, CBC
— kompletna krvna slika, IgG/IgM — dolocevanje koli¢ine protiteles IgG in IgM v serumu.

V ne-klini¢ni $tudijo smo v razli¢nih ¢asovnih toc¢kah dolocevali biolosko aktivnost,
farmakodinamiko, farmakokinetiko, toksi¢nost in imunogenost plazmida pmIL12 (slika
1). Rezultati neklini¢ne $tudije so pokazali, da v celicah nastaja biolosko aktiven protein,
ki ima protitumorsko ucinkovitost, saj statisticno znacilno povec¢a tako zaostanek v
rasti tumorjev kot preZivetje misi in sicer pri vseh treh testiranih dozah. Dva dni po
genskem elektroprenosu s pmIL12 v tumorje CT26, smo zaznali prisotnost pmIL12
v vseh analiziranih organih/tkivih, razen v ocesu ter pljucih, $tirinajst dni po genskem
elektroprenosu pa je prisoten samo $e v kozi nad in okoli tumorja. Dokazali smo, da
nastaja biolosko aktiven protein mIL-12, ki poveca infiltracijo imunskih celic v tumor
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ter kozo nad in okoli tumorja in da na sistemskem nivoju ne povzro¢a nobenih zaznavnih
toksi¢nih sprememb v primerjavi z naivnimi in kontrolnimi mi$mi. Na osnovi teh
rezultatov, smo pripravili dokumentacijo za prijavo klini¢ne faze I pri bolnikih z bazalno
celi¢nim karcinomom.

Klini¢na $tudija faze I pri bazalno celi¢cnem karcinomu

V fazi I klini¢ne $tudije so vkljuéeni bolniki z bazalno celi¢nim karcinom, ki ima najveéje
mutacijsko breme v primerjavi z drugimi koznimi raki, in j€ zato primeren tip tumorja za
testiranje imunskih terapij. Klini¢no $tudijo smo zasnovali kot nerandomizirano $tudijo
faze 1 za testiranje varnosti in sprejemljivosti nara¢ajocega odmerka plazmidne DNA
phIL12 pri zdravljenju operabilnih bazalno celi¢nih karcinomov v podro¢ju glave in
vratu.

Primarna cilja $tudije sta oceniti varnost in sprejemljivost genske imuno terapije.
Sekundarni cilji pa so dolo¢iti farmakokinetiko, farmakodinamiko, izvedljivost raziskave
in predvsem dolo¢iti odmerek plazmida, ki vodi v produkcijo proteina IL-12, ki je
biolosko aktiven, povzro¢i infiltracijo imunskih celic v tumor in ni toksi¢en, kar bo
osnova za nadaljnje klini¢ne raziskave.

Studijo sta odobrili Komisija Medicinske etike Republike Slovenije (RS) (0120-
524/2020-12) in Javna agencija za zdravila in medicinske pripomocke RS. Studijo
smo registrirali v podatkovni bazi ISRCTN (ISRCTN15479959) in Clinical Trials
(NCT05077033), kjer so navedeni tudi vsi vkljucitveni in izklju¢itveni kriteriji. Shema
zdravljenja in kontrolni pregledi so predstavljeni na sliki 1.
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Slika 2: Shema poteka klini¢ne raziskave.
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V $tudiji bomo testirali 3 odmerke phIL12 (0,5 mg/mL, 1 mg/mL and 2 mg/mL).
Odmerke plazmidne DNA, protokol elektroporacije in $tevilo ponovitev terapije smo
dolo¢ili v ne-klini¢nem delu $tudije, ki smo jo izvedli z mi§jim ortologom phIL12
(pmIL12). Zdravljenje bomo izvedli v splo$ni anesteziji ali sedaciji, odvisno od presoje
anesteziologa. Plazmidna DNA bo injicirana intratumorsko in 5 minut za tem bomo na
tumor dovedli elektri¢ne pulze, ki se uporabljajo za elektrokemoterapijo, z generatorjem
elektri¢nih pulzov Cliniporator. Po koncu terapije bo rana oskrbljena s standardnimi
postopki. Ko se bodo bolniki prebudili iz anestezije, bo ocenjena toksi¢nost in morebitni
nezeleni uéinki ter bole¢ina po zdravljenju (VAS lestvica). O ¢asu odpusta in potrebi po
analgeziji se odlo¢i glavni raziskovalec. Kontrolni pregledi so predvideni 3, 8, in 31 dan,
kjer bomo bolnikom jemali brise iz mesta aplikacije plazmida, kri in biopti¢ni vzorec
za dolotitev farmakodinamike (koncentracija IL-12 in interferona y v tumorju, $tevilo
kopij plazmida v tumorju) in farmakokinetike (koncentracija IL-12 v serumu). Varnost
terapije se bo ocenila po kriterijih CTCAEv5.0. Sprejemljivost terapije se bo spremljala
z vpragalnikom o kakovosti zivljenja EORTC QLQ-C30. Ce 31. dan po terapiji ne bo
dosezen popolni odgovor tumorja, bo le-ta kirur$ko odstranjen. Odgovor tumorja se bo

dolocal po RECISTvI1.1 kriteriju.

Do sedaj smo v $tudijo vkljucili 4 bolnike; trije so bili zdravljenji z najnizjim odmerkom
plazmida (0,5 mg/mL), eden pa s srednjim odmerkom 1 mg/mL). Pri vseh smo
ugotovili, da je terapija varna, sprejemljiva, izvedljiva in da nezelenih u¢inkov ni bilo. Pri
vseh bolnikih je bila izvedena tudi kirur$ka odstranitev tumorja po 31. dnevu, ker sama
genska imunska terapija z IL-12 pri uporabljenih odmerkih phIL12 ni vodila v popolni

odgovor tumorja.

Kombinacija z radioterapijo

Genska imunska terapijaz IL-12 v kombinaciji z radioterapijo, vklju¢no z stereotakti¢nim
obsevanje je bila testirana v predklini¢nih $tudijah na razli¢nih tumorskih modelih,
vklju¢no z tumorji pankreasa. Dokazano je bilo, da dosezemo boljsi protitumorski u¢inek
kot z samo radioterapijo in da se razvije tudi imunski spomin. Kot vektorje za lokalen vnos
IL-12 so bili uporabljene, mikrosfere za rekombinanten IL-12, ter adenovirusni vektorji,
in tudi genski elektroprenos plazmidne DNA. Radioterapija se uporablja v kombinaciji z
imunskimi terapijami kot in situ vakcinacija, ki povzro¢i spros¢anje tumorskih antigenov,
ki sprozijo z IL-12 povezan protitumorski imunski odziv. Kombinacija genskih
imunskih terapij in radioterapije ima sposobnost, da mo¢no okrepi sistemski imunski
odziv in s tem $iri uporabnost na napredovale bolezni. Izzivi, ki obstajajo za nadaljnje
studije pa so predvsem v iskanju prave doze in frakcioniranega rezima obsevanja, doze
in nacina aplikacije plazmidne DNA, optimalne sestave plazmidne DNA, parametrov
genskega elektroprenosa, ¢asovnega zaporedja terapij, ter seveda v iskanju prediktivnih
biomarkerjev za selekcijo tumorjev/bolnikov, ki so primerni za tako zdravljenje.
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