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1. KRATEK OPIS IN NAMEN PROJEKTA

Sindrom CTNNB1 je redka nevrorazvojna motnja, ki jo povzro€ajo de novo mutacije, ki vodijo v izgubo funkcije
enega alela gena CTNNB1 (Tucci V in sod. 2014-, Miro$evié S in sod. 2022). Sindrom je trenutno diagnosticiran
pri priblizno 500 bolnikov, vendar je verjetno ta Stevilka vi$ja zaradi pogoste napaéne diagnoze cerebralne paralize.
Incidenca bolezni je priblizno 1-1,6 na 50.000 ljudi. Sindrom CTNNB1 se kaze z vrsto simptomov, vkljuéno s
hipotonijo, spasti¢nostjo, duSevno zaostalostjo, mikrocefalijo, motnjami vida (FEVR; Familial Exudative
Vitreoretinopathy), vedenjskimi nepravilnostmi in progresivnim motoriénim upadanjem. Za razliko od stati¢nih stanj,
kot je mozganska paraliza, je sindrom CTNNB1 progresivna bolezen (Miroevi¢ S in sod. 2022). Gen CTNNB1
(Catenin Beta 1) kodira protein B-katenin, protein, ki je kljuéen za celi¢no adhezijo in Wnt signalno pot, bistveno za
razvoj zarodka, celicnega povezovanja ipd (Liu J in sod. 2022; Zhuang W in sod. 2023).

URBAGEN (rAAV9-CTNNB1) je rekombinantni, virusni kliniéni vektor na osnovi adenovirusom pridruzenega virusa
serotipa 9 (rAAV9), ki kodira Cloveski gen CTNNB1. Terapija je zasnovana kot enojna, sterilna kirurka
cerebrointraventrikularna (ICV) infuzija virusnega pripravka z namenom vzpostavitve ponovne proizvodnje B-
katenina v nevronih. Vektor rAAV9-CTNNB1 omogoga cilino dostavo v centralni Zivéni sistem (CZS), s poslediénim
prehodom krvno-mozganske bariere in zagotavljanjem izrazanje gena CTNNB1. URBAGEN je bil proizveden v
skladu s smernicami dobre proizvodne prakse (ang. GMP; Good Manufacturing Practice) v podjetju Viralgen
(Spanija) in je presel dez vsa potrebna testiranja (in vitro in in vivo), skladno z vsemi smericami Evropske agencije
za zdravila (ang. EMA; European Medicinal Agency) za dolocitev u€inkovitosti, varnosti, biodistribucije in
potencialne toksi¢nosti. Na osnovi podatkov je CTNNB1 fundacija zaprosila Javno agencijo za zdravila in
medicinske pripomocke (JAZMP) za dovolienje za izvajanje kliniéne Studije (GAIN-CTNNB1) za preverjanje
varnosti in terapevtske ucinkovitosti zdravila URBAGEN na pacientih s sindromom CTNNB1. rAAV9 so enoverizni
DNA virusni vektoriji, ki jih uporabljajo v genski terapiji in raziskavah za vnos genetskega materiala v celice (Naso
MF in sod. 2017). Predvsem so virusi AAV primerni za aplikacije in vivo, ker se virusni genom naceloma ne integrira
v gostiteljski genom in ker za Eloveka niso patogeni, saj do sedaj ni nobenih poro€il o tem, da AAV povzro€ajo
bolezni. Imajo pa manjSo zmoznost za vstavitev tuje DNA (do 4,8 kb) (Maurya S. in sod. 2022; Wang D. in
50d.2019).

Namen namernega spros¢anja GSO v okolje je torej izvedba kliniéne Studije na pediatriénih pacientih (starost 2-
12 let) s sindromom CTNNB1, ki se bo izvajala na Pediatricni kliniki Univerzitetnega kliniénega centra Ljubljana.
URBAGEN je torej pripravijen v Viralgenu, dostavljen s transportno sluzbo v UKC v LJUBLJANA, kjer se ga
skladisci v Lekarni UKC Ljubljana in na dan operacije ustrezno pripravi (redéitev z ustreznim pufrom, napolnitev
kirurSkega katetra) v za to namenjenih prostorih, registriranih za delo z GSO.

2. ZNACILNOSTI GSO IN NAMERAVANEGA NAMERNEGA SPROSCANJA V OKOLJE
21  Lastnosti prejemnega ali starSevskega organizma

2.1.1  Rekombinantni virus AAV9

Adenovirusom pridruzeni virusi (AAV) so enoverizni DNA virusi, ki spadajo v druzino Parvoviridae. Njihov Zivljenjski
cikel je odvisen od prisotnosti pomoznega virusa, kot je adenovirus (AdV), od koder tudi izhaja njihovo ime in
taksonomska klasifikacija (Weitzman in s0d.2019; Li in sod. 2011). Trenutno velja, da AAV ne povzroa nobene
CloveSke bolezni, se pa pri doloCenih posameznikih pojavljajo protitelesa proti AAV, ki lahko negativno vplivajo na
uspeSen izid terapije z AAV9 vektorji. Sestavljen je iz ikozaedrine proteinske ovojnice in enoveriznega DNA
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genoma velikosti priblizno 4,7 kb. Genom kodira zapis za gena rep in cap in je na koncih obdan z dvema
obrnjenima terminalnima ponovitvama (ITR), ki sluZita kot signal za pakiranje genoma. Gen rep kodira zapis za
§tiri beljakovine, ki so potrebne za razmnoZevanje virusa (Rep78, Rep68, Rep52 in Rep40). Gen cap kodira zapis
za tri virusne strukturne proteine, ki tvorijo ovojnico (VP1, VP2 in VP3) in dodaten gen, ki kodira zapis za proteinski
faktor aktivacije sestavljanja (angl. assembly-activating protein, AAP) virusnih delcev. Virusi AAV se veZejo na
povrSinske receptorje tarénih celic, kar sproZi njihovo endocitozo in episomalno prepisovanje genov (Weitzman in
sod. 2019; Li in sod. 2011). Serotip AAV9 izkazuje mocan tropizem za celice Zivénega sistema. Virus AAV9 se
veze na konéno galaktozo povrsinskih glikoproteinov in na laminin receptor LamR (Patalli in sod. 2019).

V/ osnovi so rekombinantni adenovirusom pridruzeni rekombinantni virusni vektorji (rAAV) sestavljeni iz enake
zaporednosti in strukture ovojnice kot divji tip AAV, vendar pa sta regiji rep in cap izbrisani iz genoma. V vektorju
rAAV imamo tako prisotne samo virusne obrnjene terminalne ponovitve ITR, ki so potrebni za nadzor replikacije in
pakiranja genoma med proizvodnjo rAAV. Popolna odstranitev virusnih kodirajoCih regij poveCuje pakirno
zmogljivosti vektorjev rAAV in prispeva k njihovi nizki imunogenosti in citotoksicnosti ob dostavi in vivo (Maurya S.
in s0d.2022; Wang D. in s0d.2019; Weitzman MD in sod.2011; Li C. in s0d.2020; Pattali R. in sod. 2019).

). Z uporabo standardnih molekularnih metod kloniranja lahko med virusne regije ITR kodirane na prenosnem
plazmidu vstavimo razline promotorske regije (npr. CMV, EF1a, PGK itd.) in Zelene terapeviske proteine, ki se
kon¢ajo z repom poly(A). Vektor rAAV so uporabili v Stevilnih kliniénih Studijah (https://clinicaltrials.gov/). Genske
terapije na osnovi vektorjev rAAV, kot sta Luxturna® in Zolgensma®, so odobrili s strani ameriske Organizacije za
hrano in zdravila (FDA) za zdravljenje Leberjeve kongenitalne amavroze tipa 2 (LCA2) in spinalne miSi¢ne atrofije
(SMA) (Maurya S. in s0d.2022; Li C. in s0d.2020; Pattali R. in sod. 2019 ).

Vektor rAAV9 obiéajno pripravimo v celicah HEK293 ob kotransfekciji plazmida za izrazanje genov rep in cap ter
ekspresijskega vektorja AAV9 po ultracentrifugiranju celinih lizatov in supernatanta. Virusi rAAV9-CTNNB!1
(URBAGEN) so bili proizvedeni v skladu z GMP v podietju Viralgen.

2.2 Lastnosti vektorja

Vektor rAAV9 je rekombinantni klini¢ni vektor, ki mu je bil odstranjen lastni genom (geni rep in cap), ostale so le
domene ITR. Namesto genov rep in cap je vstavljena kaseta za izrazanje transgena, to je ¢loveski gen CTNNB1
z dodatnimi regulatornimi regijami z namenom izrazanja proteina f-katenina v transduciranih celicah.

Vektor rAAV9-CTNNB1 (URBAGEN) je proizveden pod pogoji GMP s strani Spanskega podjetja Viralgen Vector
Core, S.L.U (Spanija, San Sebastian). Viralgen bo pripravii URBAGEN pod pogoji GMP s PEI osnovano
kotransfekcijo celic HEK293 Pro10™ z naslednjimi plazmidi (prav tako proizvedeni pod pogoji GMP):

- pTR_KAN.CTNNB1 (proizvajalec Aldevron). pTR_KAN.CTNNB1 je plazmid, ki dejansko vsebuje zaporedja ITR
in genomsko zaporedje transgena. Znotraj genoma AAV ITR-ji sluzijo kot izvor replikacije in so potrebni za
replikacijo, pakiranje in obstojnost vektorja. Delujejo skupaj z virusnima proteinoma rep (replikacija) in cap
(kapsida), ki se veZzeta na ITR-je in sprozita replikacijo. ITR-ji so cis-delujo¢i elementi, kar pomeni, da so v isti
molekuli DNK kot gen, ki ga pakirajo. V prenosnem plazmidu transgen obdajata dva ITR-ja, ki se skupaj z genom
ohranita v rekombinantnem vektorju AAV (rAAV), vse ostalo zunaj ITR-jev ne tvori rAAV. pTR_KAN-CTNNB1 je
izdelala avstralska raziskovalna skupina CMRI za kar je vioZena tudi patentna prijava (International Publication
Number WO 2025/094056 A1). Plazmid pTR_KAN.CTNNB1 vsebuje rekombinantni genom AAV9, ki obsega
sinteti¢ni promotor CBh, zaporedje CloveSke DNA gena CTNNB7T s pripadajo€imi regulacijskimi regijami in
poliadenilacijsko zaporedje, vse omejene s terminalnimi ponavljajo¢imi se elementi (ITR) (slika 1)
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(9640) BmgBI

CMRI-TVG-1428-AAVK4_SuBCATe_ins_mirTSM_bGH-FVFYC7M5HV29

9712 bp

Swal (4525)

Slika 1: Mapa plazmida pTR_KAN.CTNNB1

- Rep2/Cap9 plazmidom pGSK2/9 (proizvajalec Viralgen). Plazmid pGSK2/9 (slika 2) je plazmid za izrazanje
genov rep in cap, ki omogocajo razmnoZevanje virusa ter nastanek strukturnih proteinov. Trans plazmid (pakirni
konstrukt) pGSK2/9 vsebuje gen rep AAV2 in gen kapsidnega proteina iz AAV9.

[BmpR promoter]

GSK2/9

7162bp  °P

(BalyA)

Slika 2: Mapa plazmida pGSK2/9, pomemben za pakiranje virionov
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- Adeno Helper pXX680 (proizvajalec Viralgen). Plazmid pXX680 (slika 3) vsebuje esencialne adenovirusne
pomozne gene E2a, E4 in VA pod njihovimi endogenimi promotorji, vendar mu manjkajo esencialni adenovirusni
strukturni in replikacijski geni za tvorbo adenovirusa.

pXX680

18876 bp

330} Ascl

Slika 3: Mapa plazmida pXX680; helper plazmid

Sam AAV9-CTNNB1 deluje kot vektor, ki bo v transducirane celice v klinicnem preizkuSancu vnesel zapis za
izrazanje proteina B-katenin. rAAV9-CTNNB1 se izolira iz lizata celic, ki se ga tretira z dofamin bromidom (za
odstranitev preostale DNA), sledi filtracija za odstranitev celicnega debrisa. Sledi nadaljnjo CiSCenje z
imunoafinitetno kromatografijo. Z iodixanol gradientnim ultracentrifugiranjem se lo€i polne kapside od praznih.
Sledi 8e koncno ¢iSCenje z ionsko izmenjevalno kromatografijo. Kon¢no je opravljeno rigorozno QC analiza, pri
kateri se doloa vsebnost endotoksina, kontaminacija z DNA (celi¢ne in plazmidne, doloCietv kontaminacije s
helper plazmidom), mikoplazmami, doloditev integritete kapsid (ELISA), doloCitev titra (ddPCR, qPCR),

verodostojnost (NSG) ipd. Podjetje Viralgen je izdalo ustrezen certifikat ustreznosti in kakovosti.
221 Rekombinantni AAV9-CTNNB1 vektor

Rekombinantni vektor AAV9-CTNNB1 (Urbagen; slika 4) (pridoblien s kotranfekcijo celic HEK293 Pro10™ s
plazmidi), osnovan na podlagi sekvence divjega tipa AAV9, sestavljajo naslednji vkljucki:

e Virusna obrnjena terminalna ponovitev (ITR)
Virusne obrnjene terminalne ponovitve omogoc€ajo pakiranje genoma v vektor ter nadzoruijejo replikacijo
virusa. Ker so odstranjeni geni Rep in Cap so virioni posledi¢no replikativno nezmozni. ITR so simetri¢na
145-nukleotidna zaporedja, ki obdajajo konce enoveriznega genoma DNA AAV. V vektorskem plazmidu
AAV obdajajo gen, ki nas zanima (transgen). Posamezni ITR je sestavljen iz palindromskih krakov (A-A',
B-B' in C-C'), ki dajejo znacilno obliko ¢rke T. Razporeditev palindromskih zaporedij B-B' in C-C' dolo¢a
orientacijo ITR, ki je lahko »flip« ali »flop«. Poleg tega ITR vsebuje 4-nukleotidni vezavni element Rep
(RBE), ki sluzi kot vezavno mesto za Rep78 in Rep68 za zaCetek replikacije, in terminalno mesto
locljivosti, ki sluzi kot ciljino mesto za proteine Rep (Savy in sod. 2017). ITR-ji sluZijo kot izvor replikacije
in so potrebni za replikacijo, pakiranje in obstojnost vektorja. Delujejo skupaj z virusnima proteinoma rep
(replikacija) in cap (kapsida), ki se vezeta na ITR-je in sprozita replikacijo. ITR-ji so cis-delujoCi elementi,
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kar pomeni, da so v isti molekuli DNK kot gen, ki ga pakirajo. V prenosnem plazmidu transgen obdajata
dva ITR-ja, ki se skupaj z genom ohranita v rekombinantnem vektorju AAV (rAAV), vse ostalo zunaj ITR-
jev ne tvori rAAV.

Zaporedje 5' TR
TTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGAC
GCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACT
CCATCACTAGGGGTTCCT

Zaporedje 3' TR
AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCC
CGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGC
AGAGAGGGAGTGGCCAA

CBh promotor

Promotor CBh (ang. cytomegalovirus/chicken beta-actin) izhaja iz virusa iz redu Cytomegalovirus in je
ojaen s piS€angjim P-aktinskim promotorjem. Zaporedje uporabljajo za izrazanje razlicnih
rekombinantnih genov (ZKBS; Yohari JB. In sod. 2022). CBh promotor kontrolira izraZanje transgena v
virusnem vektorju. Promotor CBh se pogosto uporablja v rAAV9, ki je namenjen za transdukcijo nevronov,
saj je dokazano, da je nivo izrazanja transgena v nevronih vecje v primerjavi z drugimi promotoriji (Gray
in sod. 2011; Matsuzaki in sod. 2024).

Zaporedje CBh promotorja:
TCCTGCAGGCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATA
GCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAAC
GACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCAT
TGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATG
CCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACAT
GACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGTCGAGG
CCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTTT
TAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGGGGCGCGCGCCAGGCGGGGCGGGGCGE
GGCGAGGGGCGGGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGLT
CCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGG
CGGGCGGGAGCAAGCTTGAACTGAAAAACCAGAAAGTTAACTGGTAAGTTTAGTCTTTTTGTCTTTT
ATTTCAGGTCCCGGATCCGGTGGTGGTGCAAATCAAAGAACTGCTCCTCAGTGGATGTTGCCTTTA
CTTCTAGGCCTGTACGGAAGTGTTACTTCTGCTCTAAAAGCTGCGGAATTGTAC

Cloveski gen CTNNB1

Cloveski transgen CTNNB1 (ang. Catenin Beta 1) (Miro$evi¢ S in sod 2022) izhaja iz &loveka in kodira
nastanek proteina B-katenin, ki je igra pomembno viogo v signalizaciji Wnt, tvorbi celiénih stikov ter
sodeluje pri organogenezi, medceliéni signalizaciji in komunikaciji. Cloveski gen CTNNB1 iz vektorja
URBAGEN se uporablja za gensko nadomestno terapijo za zdravljenje sindroma CTNNB1 (MiroSevi€ in
sod. 2022). V vektorju je vkljuCen Se del drugega introna gena CTNNB1 ter 5'UTR regija gena CTNNB1
za povecano in kontrolirano izrazanje transgena iz AAV9. VkljuCitev teh dodatnih regulatornih domen sluzi
povecanju izrazanja tarénega proteina, preko iniciacije ucinkovite translacije proteina z vezavo
ribosomalnih proteinov na mesto UTR (Cao in sod. 2021). Vklju€itev dela introna prav tako sluzi za
povecanje ucinkovitosti izraZanja transgena, prav tako pa bi naj delovali na stabilizacijo prepisane mRNA.
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To izbolj$anje je posledica ve¢ dejavnikov: povecane stopnje transkripcije, izboljSanega jedrnega izvoza,
povecane stabilnosti transkriptov in u¢inkovitejSega prevajanja mRNA (Lu in sod. 2017)

Zaporedije ¢loveSkega gena CTNNBT:
ATGGCTACGCAGGCTGACCTGATGGAACTGGATATGGCGATGGAACCGGATCGCAAGGCCGCCG
TCTCTCATTGGCAACAGCAATCATATCTCGATTCAGGTATTCACAGCGGGGCAACAACAACTGCAC
CGTCCCTCAGCGGCAAGGGTAACCCAGAAGAGGAAGACGTCGACACAAGCCAGGTGCTCTACGA
ATGGGAGCAAGGGTTCAGCCAATCTTTTACCCAGGAGCAGGTGGCCGACATAGACGGGCAATACG
CCATGACAAGGGCCCAACGGGTCAGGGCCGCCATGTTTCCAGAAACGCTCGACGAAGGCATGCA
AATTCCCTCAACTCAATTCGACGCCGCACACCCAACCAACGTGCAAAGACTGGCCGAGCCCAGTC
AAATGCTCAAGCACGCGGTAGTGAATCTGATCAATTACCAGGACGACGCTGAGCTGGCTACTAGA
GCCATACCCGAGCTTACTAAGCTTCTGAACGATGAAGATCAAGTAGTCGTGAACAAAGCAGCGGTA
ATGGTTCACCAACTCAGCAAGAAAGAGGCAAGCCGTCATGCCATTATGAGGTCACCGCAAATGGTT
TCAGCAATCGTGAGAACTATGCAAAACACCAACGACGTGGAAACCGCAAGATGCACAGCGGGCAC
TCTGCACAATCTCTCTCACCACCGCGAAGGGCTCCTTGCAATTTTCAAATCCGGTGGAATCCCGGC
TCTTGTCAAGATGTTAGGGTCCCCTGTCGACAGCGTTCTTTTCTACGCGATCACTACACTGCATAAT
CTCCTCTTGCACCAAGAAGGGGCCAAGATGGCTGTACGGCTGGCCGGCGGTTTACAAAAGATGGT
GGCGCTCCTGAATAAGACCAACGTGAAGTTTCTGGCCATCACAACGGATTGTCTGCAGATCCTGGC
CTACGGAAATCAGGAGTCCAAACTGATTATTTTGGCCAGCGGCGGCCCGCAGGCACTTGTCAACA
TCATGCGCACGTACACCTATGAGAAGCTCCTCTGGACAACTTCTCGCGTCCTCAAAGTCTTGAGCG
TGTGTTCCAGCAACAAACCAGCCATCGTTGAGGCCGGCGGCATGCAGGCCCTGGGCCTTCATCTC
ACTGACCCTTCCCAGAGGCTGGTGCAAAATTGCCTCTGGACCCTGCGTAACCTGTCCGACGCAGC
CACAAAGCAAGAGGGCATGGAAGGGCTGCTGGGAACACTGGTCCAATTACTCGGGAGTGACGACA
TTAACGTCGTGACTTGCGCCGCAGGCATCCTGTCCAACCTGACCTGCAACAACTACAAGAACAAGAT
GATGGTgTGTCAGGTTGGCGGCATCGAAGCATTAGTCCGGACGGTTCTCAGAGCAGGGGATCGAG
AGGATATTACAGAACCAGCTATTTGCGCGCTCCGACACCTTACAAGTAGACATCAGGAAGCCGAAA
TGGCGCAAAACGCTGTCCGACTGCATTACGGGCTGCCCGTGGTCGTCAAATTACTTCATCCGCCCT
CACATTGGCCCCTTATCAAAGCCACCGTAGGCCTTATCAGAAACTTGGCACTCTGCCCTGCTAACC
ACGCTCCCCTGAGAGAACAAGGAGCAATACCGAGATTAGTACAACTGCTGGTGCGCGCGCACCAA
GACACACAACGGCGCACTAGTATGGGCGGCACCCAACAACAGTTCGTCGAAGGAGTTCGGATGGA
AGAGATTGTAGAGGGCTGCACTGGCGCACTCCATATTTTGGCCAGAGACGTCCATAATCGGATAGT
AATACGCGGGTTGAACACGATCCCTCTGTTCGTCCAATTGCTGTACAGTCCTATAGAGAATATTCAG
AGGGTGGCCGCTGGCGTGCTTTGCGAGTTGGCCCAAGATAAAGAGGCCGCTGAGGCCATCGAGG
CAGAAGGCGCTACCGCGCCCCTCACTGAACTGTTGCATAGTCGGAACGAGGGAGTAGCTACCTAC
GCTGCAGCCGTGCTGTTTCGCATGTCAGAAGATAAACCGCAGGACTATAAGAAGCGACTGTCTGT
GGAACTTACTTCCAGTCTGTTTCGGACTGAACCTATGGCGTGGAACGAAACAGCAGACTTGGGCCT
GGACATCGGAGCTCAAGGTGAGCCATTAGGCTACAGGCAAGACGACCCAAGTTACCGGTCCTTCC
ATTCCGGCGGCTACGGTCAAGACGCTCTGGGCATGGACCCAATGATGGAGCACGAAATGGGTGG
ACATCATCCAGGAGCAGATTACCCTGTGGACGGACTCCCCGACCTCGGTCACGCACAAGATTTGA
TGGACGGACTCCCGCCTGGCGATTCAAACCAATTGGCTTGGTTCGACACAGATTTGTAA

Zaporedje introna 2 ¢loveSkega gena CTNNBT:
GTTTGTGTCATTAAATCTTTAGTTACTGAATTGGGGCTCTGCTTCGTTGCCATTAAGCCAGTCTGGC
TGAGATCCCCCTGCTTTCCTCTCTCCCTGCTTATTTCTAAAAATATTTCAATGGGTCATATCACAGAT
TCTTTTTTTTTAAATTAAAGTAACATTTCCAATCTACTAATGCTAATACTGTTTCGTATTTATAG
Zaporedje 5'UTR regije ¢loveSkega gena CTNNBT:
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AAGCCTCTCGGTCTGTGGCAGCAGCGTTGGCCCGGCCCCGGGAGCGGAGAGCGAGGGGAGGCG
GAGACGGAGGAAGGTCTGAGGAGCAGCTTCAGTCCCCGCCGAGCCGCCACCGCAGGTCGAGGA
CGGTCGGACTCCCGCGGCGGGAGGAGCCTGTTCCCCTGAGGGTATTTGAAGTATACCATACAACT
GTTTTGAAAATCCAGCGTGGACA

e Vezavna mesta za miRNA

V vektorju so tri ponovitve vezavnih mest za mikroRNA (miRNA), ki so namenjene zmanj$anju izrazanja
transgena izven CZS (Hordeaux in sod. 2020; Qiao C in sod.2011), torej zmanj$ujejo izrazanja gena
CTNNB1 v periferiji (jetra, gangliji dorzalnih korenov Zivcev) in s tem zmanjSujejo potencialno toksi¢nost
delovanja AAV9. Ciljna vezavna regija miRNA je zasnovana tako, da zavira ali zavira izrazanje transgena
v nezelenih tipih celic ali tkivih, kot so na primer jetra in dorzalni gangliji (Hordeaux in sod. 2020; Qiac C
in sod. 2011). Ciljna regija miRNA, kot se tukaj uporablja, obsega tri kopije ciljnih zaporedij, usmerjenih
proti miRNA: miR-122, miR-183 in miR-199. MikroRNA so majhne nekodirajoe RNA in se pogosto
izrazajo v tkivno, linijsko, aktivacijsko ali diferenciacijsko specificnem vzorcu. Obi¢ajno uravnavajo
izraZanje genov z vezavo na nepopolno komplementarna zaporedja v 3' neprevedenem obmocju (UTR)
mRNA. Za nadzor eksogene transgenske ekspresije se tandemske ponovitve cilinih mest umetnih
mikroRNA obicajno vkljuijo v 3' UTR transgenske ekspresijske kasete (v AAV), kar vodi do nadaljnje
razgradnje transgenske mRNA v celicah, ki izrazajo ustrezno mikroRNA

Zaporedje miRNA vezavnih mest:
CAAACACCATTGTCACACTCCAAGTGAATTCTACCAGTGCCATAGAACAGGTAGTCTGAACACTGG
GCAAACACCATTGTCACACTCCAAGTGAATTCTACCAGTGCCATAGAACAGGTAGTCTGAACACTG
GGCAAACACCATTGTCACACTCCAAGTGAATTCTACCAGTGCCATAGAACAGGTAGTCTGAACACT
GGG

e BGH polyA
Zaporedje BGH poly-A (ang. bovine growth hormone polyadenylation) sluzi kot terminacijski signal in
poliadenilacijo mRNA transgena. Dodatek poli(A) repa je pomemben za stabilnost mRNA, zas€ito pred
razgradnjo in je sestavni del procesov jedrskega izvoza in prevajanja (Molina in sod. 2023).

Zaporedje BGH polyA:
CTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAG
GTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCA
TTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGG
CATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGG

Zaporedje Poliadenilacijski

2.intronagena signal gena Bgh
hCTNNB1
CBh {5'UTR CTNNB1 | mirTs | pA
5'ITR Promotor 5' neprevedena Zaporedje (cDNA) mikroRNA 3'ITR
CBh regijagena genahCTNNBI ~ vezavna
hCTNNB1 zaporedja
4451 bp

Slika 4: Shematski prikaz genoma Urbagena (rAAV9-CTNNB1); med ITR zaporediji je vstavljeno kodirajoce
zaporedje za Cloveski gen CTNNBT, vkljuéno z neprevedeno regijo 5' (5'UTR) in delom introna 2 pod nadzorom
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promotorja CBh, ki nadalje vkljuCuje cilino regijo miRNA, ki obsega mesanico ciljnih zaporedij mikroRNA (miRTS)
in signal poliA govejega rastnega hormona (pA).

2.3  Lastnosti novonastalega GSO (Urbagen; rAAV9-CTNNB1)

Novonastale GSO - rAAV9-CTNNB1 (URBAGEN), ki jih bomo prejeli s strani Viralgena, se od prejemnega
organizma ne razlikujejo, razen, da vsebuijejo zapis za izrazanje proteina B-katenina ter vezavna mesta za miRNA
za poveCanje varnosti terapije ter poly A zaporedje ter da vsebujejo kapsido znacilnosti tropizma AAV9. Gre torej
za ssDNA AAV virus URBAGEN, ki deluje torej kot vektor, ki bo dostavil v celice pacienta kopije ¢loveSkega gena
CTNNB1 z namenom produkcije proteina B-katenina in zdravljenje sindroma CTNNB1, kar se bo prverjalo tekom
kinicne Studije GAIN-CTNNB1. rAAV9-CTNNB1 se ne more razmozevati, ne rekombinirati zaradi odsotnosti
heleper virusa (potrjeno s strani QC analiz) in odsotnosti genov rep in cap.

rAAV9-CTNNB1 (URBAGEN) za cerebrointraventrikularno kirurko injiciranje pacientom s sindromom CTNNB1
tekom klinicnega preizkuSanja je formuliran kot suspenzija virusnih delcev rAAV9-CTNNB1. Primarna ovojnina so
2 mL Daikyo CZ® viale (Westar stoper), ki vsebujejo 0.62 mL/vialo sterilnega virusnega pripravka. Stopnja istosti
je 100%, 90% partiklov je polnih.

Koncentracija rAAV9-CTNNB1 (URBAGEN) zna$a 4,7x10"3 vg/ml, ki so resupendirani v 8.1 mM Na2HPO4:7H20,
1.5 mM KH2PO4, 2.7 mM KCI, 137 mM NaCl z 0.005% Poloxamer 188; pH 7.40. Produkt je zamrznjen na < -
60°C. Dostavo URBAGENA v UKC LJ bo opravil verificiran prevoznik, ki bo vrsil $e sekundarno pakiranje. Do
nadaljnje uporabe rAAV9-CTNNB1 na UKC LJ bo le-ta skladi§¢en v validirani in zaklenjeni skrinji na -80 v skladiS¢u
Lekarne UKC LJ.

Kot omenjeno je produkt Urbagen preSel vrsto nekliniénih preizkusanj. Proizvajalec je izvedel Stevilne QC analize,
kijer je dokazal Cistost produkta, odsotnost plazmidne DNA helper virusa, odsotnost endotoksinov, mikoplazem ipd.
In vitro na organoidih in iPSC je bila dokazana ucinkovitost produkta, dokaz ucinkovitosti je bil pokazan tudi na
mijem bolezenskem modelu. Izvedene so bile tudi Stevilne GLP in ne-GLP Studije toksi¢nosti na misih (28-dnevna,
3-mesecna in 8-mesecna) ter nehumanih primatih (3-mesecna), kjer je bil Urbagen injiciran na isti nacin, kot je to
predvideno v kliniéni Studiji (kirur8ko cerebrointraventrikularna adminstracija). V sklopu 3-meseéne toksikoloSke
Studije na misih je bila izvedena tudi biodistribucijska Studija, ki je pokazala kljub direktnemu paranhimskemu
injiciranju Urbagena v mozgane $iroko razporejenost AAV9-CTNNB1 vektorja po celotnem organizmu. Virus je bil
dokazan (v izredno nizkih koli¢inah; 10000-krat manjSe vrednosti virusnega genoma) v krvi in urinu poskusnih
Zivali.

24  Znadilnosti nameravanega sproscanja v okolje in njegovega obsega

Namerno spro$¢anje GSO v okolje na UKCL vkljuéuje proces zdravljenja sindroma CTNNB1 pediatriCnih pacientov
(starostna skupina: 2-12 let) s potrjeno genetsko diagnozo sindroma CTNNB1 v sklopu klini€ne Studije GAIN-
CTNNB1, katere sponzor je CTNNB1 fundacija. Gre za odprto kliniéno Studijo faze I/ll, pri katerem je Studija
zasnovana kot Studija enkratnega odmerka, ki ocenjuje varnost, toleranco in preliminarno ucinkovitost enkratne
cerebrointraventrikularne aplikacije URBAGENa pri 12 pediatricnih bolnikih z genetsko potrjeno diagnozo
nevrorazvojnega sindroma CTNNB1 ter dokumentirano patogeno mutacijo v genu CTNNB1. Studija se bo izvajala
na Pediatriéni kliniki UKC LJ. Protokol klini¢ne Studije je bil pregledan s strani treh tujih znastvenikov/klinikov, ki
imajo izkusnje na podro&ju AAV9 genske terapije.

Vloga za izvedbo klini¢ne Studije je bila oddana na Javno agencijo za zdravila in medicinske pripomocke (JAZMP).
Klini¢na Studija je torej zasnovana kot dvostopenjska (A in B), kjer so v delu A tretira otroke viSje starosti (starost:
6-12 let), v delu B pa otroke tudi nizje starosti (starost: 2-12 let). Odmerek Urbagena znaSa 4x10' vektorskega
genoma (vg)/otroka. Odmerek je zasnovan na osnovi NOAEL pridobljen na predklini¢ni stopnii. Pri Klinicni Studiji
(Cas opazovanja: 36 mesecev) so doloCeni vkljuitveni (npr. potrjena diagnoza z dolo¢eno klinino sliko) in
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izkljucitveni kriteriji (dolo&en titer protiteles proti AAV9 ipd.), natanéno so opisani postopki spremljanja pacientov
pred in po terapiji.

Urbagen bo iz Viralgena dostavil v registrirani zaprti sistem za delo z GSO v 1.VR Cisti prostor za pripravo zdravil
iz nevarnih ucinkovin Lekarne UKC LJUBLJANA certificirani prevoznik (Almac). Prevoz bo vréen na osnovi suhega
ledu z ustreznim temperaturnim datalogerjem (temperatura >-60°C). V skladiS¢u Lekarne UKC Ljubljana bodo
odmerki Urbagena skladi§¢eni v zamrzovalni validirani, zaklenjeni skrinji do nadaljnje uporabe. Na dan kirurSkega
injiciranja se bodo odmerki iz zamrzovalne skrinje prenesli v zamrzovalni torbi v Cisti prostor Lekarne UKC
Ljubljana, kjer se bodo ustrezno redéili s PBS (pH=7,4; proizvedeni v Viralgenu tudi pod pogoji GMP) v
mikrobioloki komori. Tam bodo delavci viale odtalili na sobni temperaturi. Vse delo se bo izvajalo v mikrobioloski
komori. Nato bodo vsebino viale red€ili s pufrom PBS in suspenzijo prestavili v kirurSki kateter, ki se bo uporabil
za intracerebroventrikularno injiciranje. Kateter se prestavi v vreCko in zavari. Pripravek se tako prestavi v
transportno torbo, ki ga delavec takoj odnese (skozi podzemne hodnike; ¢as poti priblizno 10 minut) do kirurske
sobe, 0z. operacijske sobe (OP soba v 1.nad. KOITO - C trakt), ki se nahaja v 1. nadstropju na Pediatri¢ni kliniki
v Ljubljani.

Zaprt sistem (Operacijska soba PeK; velikost 32,02m2) za delo z GSO v 1.VR se nahaja v prostorih Pediatri¢ne
klinike na Bohoricevi ulici 20, 1000 Ljubljana, in sicer v 1.nadstropju Klinicnega oddelka za intenzivno terapijo otrok
(KOITQ)-C trakt. Prostor je opremljen v skladu s predpisi, ki urejajo opremljenost in delovanje tovrstnih prostorov.
V prostoru je uvedeno iSCenje in razkuzevanje vseh povrsin in opreme (brez izjeme se celoten prostor dezinficira
po koncu operacije). Pred Operacijsko sobo PeK je 8e predprostor za osebje ter predprostor za operacijo, ki pa
nista del zaprtega sistema. Ob operacijski sobi je Se loen Cisti del in ne€isti del (priprava pacienta ipd.), ki pa prav
tako nista del zaprtega sistema. Umivalniki ipd. so v predprostoru, tukaj se kirurgi tudi pripravijo, preobleéejo,
vendar vsi odpadki/kirurski plasci, rokavice po koncu operacije ostanejo v operacijski sobi, torej v zaprtem sistemu,
ki se jih nato odstrani med odpadke. V zaprtem sistemu 1. varnostne stopnje so vse povrsine (talne obloge, vrata,
police) in oprema gladki in narejeni iz materialov, ki so pralni, neporozni in odporni na €istila in vodo. PovrSine so
sterilne. Tla so iz epoksi smole z zaokroZnicami ter iz antistaticnih PVC oblog, ki so trajne in ne drsijo. V zaprtem
sistemu za delo z GSO 1. varnostne stopnje ni talnih odtokov, ni oken. Stene so izdelane iz gladkih, odpornih in
neporoznih materialov, ki zagotavljajo enostavno ¢iSCenje, preprecujejo nabiranje bakterij in omogocajo
vzdrzevanje visoke higiene. Stene so tudi ojatane zaradi integracije vgrajene tehni¢ne opreme - prikljuckov
(elektrika, medicinski plini). Strop je visok, izdelan iz gladkih in pralnih materialov, vgrajen je prezraevalni sistem
s HEPA filtri (redna letna validacija), svetlobna in zvo¢na oprema ter stropni stativi za kirursko opremo (operacijske
luéi). V prostoru so tudi vgrajene elektricne in informacijske vtiénice, prikljuéki za medicinske pline (kisik, vakuum,
CO,). Dostop do prostora je omogoéen zgolj poobladCenim zaposlenim na PeK in je urejen s sluzbeno kartico.
Zdravstveni delavci vstopajo Cisto sobo preko dveh predprostorov, kjer si umijejo roke, se preobledejo v ustrezno
zacitno oblacilo in zamenjajo delovno obutev. Pri delu z GSO osebje uposteva ustrezne preventivne ukrepe in ob
standardni zaScitni uniformi uporablja Se dodatno varnostno opremo. Le-ta je v bistvu popolna kirurSka oprema
(plas¢, maske, oCala, kapa, obuvala, rokavice). V predprostoru je name$&en umivalnik z milom, ustrezna razkuzila.

Po prejemu genske terapije (rAAV9-CTNNB1), bolnikovo telo deluje kot »zaprti sistem«, kar predstavlja dodatno
bariero pred nenamernim spro$¢anjem GSO v okolje, se pa lahko pri¢akuje izloanje GSO s telesnimi tekoCinami
klinicnega preizku$anca, vendar v iziemno nizkih odmerkih, zaradi ¢esar ne priakujemo negativnih vplivov na
zdravje ljudi, Zivali in vplivov na okolje. Bolnik, ki bo prejel virusni pripravek, ima po odpustu iz bolnidnice vedno s
sabo opozorilno kartico. Na kartici je navedeno, da bolnik ne sme darovati krvi, organov, tkiv ali celic. Kartica
vsebuje tudi kontakt zdravnika, ki ga je potrebno poklicati pred uvedbo katerega koli zdravljenja. V protokolu
zdravljenja so natanéno opisani kljuCni parametri spremljanja in postavljen je Casovni naért, ki omogoca
sistematicno spremljanje bolnikov. Poleg standardnega pregleda in laboratorijske ocene se bo v krvi,
cerebrospinalni tekodini in urinu ali fecesu bolnika spremljalo tudi protitelesa proti AAV9 ter samo DNA virusa z
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metodami kot so gPCR ali ddPCR in preverjalo njihovo obstojnost. V skladu s protokolom bodo vsi bolniki, ki
prejmejo terapijo vklju€eni v vsaj 36 mesecno spremljanie.

Na UKCL ne bomo spreminjali, gojili ali kakorkoli drugaée manipulirali virusnega pripravka, ki ga prejmemo iz
Viralgena, razen, da ga bomo ustrezno (glede na potrebno dozo za kliniénega preizkuSanca) redéili s PBS in
prestavili v kirurSki kateter, ki ga bomo zavarili v plastiéno vrecko in vstavili v transportno torbo. V PeK UKCL se
bo izvajalo namerno spros¢anje GSO v okolje v okviru zaprtega sistema 1. varnostnega razreda v obliki kirurSkega
cerebrointraventrikularnega injiciranja Urbagena biventrikualrno v bolnika. Postopke bo izvedla usposobljena
kirurska ekipa, ki jo vodi nevrokirurg.

2.5 Znacilnosti predvidenega prejemnega okolja in moznosti razsirjanja

V okviru procesa spro$¢anja v okolie bo rAAV9-CTNNBH1 kirurSko cerebrointraventrikularno injiciran v kliniénega
preizkudanca; pediatriénega pacienta s sindromom CTNNB1 tekom kliniéne Studije GAIN-CTNNB1. Pri¢akujemo,
da se bo Urbagen iz mesta injiciranja (levi in desni lateralni ventrikel mozganov) razsiril po moZganih in transduciral
nevrone. Predvidevamo, da se bo Urnagen preko CSF prenesel v doloéeni meri tudi v spodaj lezece dele CZS.
Transdukcija celic bo vodila do sinteze proteina B-katenina. Zaradi odsotnosti genov rep in cap in odsotnosti helper
virusa (adenovirus, herpes simplex virus, pseudorabies virus, humani papiloma virus) se rAAV9-CTNNB1 ne more
razmnozZevati. Genomska integracija naceloma ni predvidena, vendar so poroCila da se rAAV9 lahko trajno
integrirajo na lokus AAVS1 na kromosomu 19 (Deyle DR in sod.2009; Sabatino DE in sod. 2022). Virus se (tudi
na osnovi nase Studije biodistribucije in vivo) iz mesta injiciranja prenese po celotnem organizmu (jetra, srce,
vranica, gonade), prav tako se lahko izlo¢a s telesnimi tekoginami (kri, urin, feces, sperma, slina, solze) (18),
vendar smo v Studiju predklini¢ne biodistribucije dokazali v krvi in urinu izjemno nizko prisotnost virusa (10000-krat
manj$o od injiciranja), kar sovpada tudi s podatki od Zolgensme (EMA, 2020).

Odsotnost helper virusa je klju¢nega pomena, da se Urbagen ne more razmnoZevati. Eden izmed vkljucitvenih
faktorjev v klini¢no Studijo je tudi neifentivno stanje kliniénega preizkuSanca. Na osnovi predkliniénega preizkusanja
smo tudi pokazali, da je transgen netoksicen. Urbagen je prav tako mo¢no obéutljiv na spremembo temperature,
enako velja za seve AAVY, ki se hitro inaktivirajo pri temperaturi nad 50°C, temperaturna nihanja ter prisotnost UV
svetlobe prav tako virus hitro inaktivirajo, oziroma drasti¢no vplivajo na infektivnost virusa, tako da tudi v primeru,
da bi se rAAV9-CTNNBH1 izlocal iz klinicnega preizkuSanca to ne predstavija tveganje za okolje. Poudariti je tudi
treba, da zaenkrat ni podatkov o tem, da bi AAV9 povzrocali kakrSnokoli bolezen pri ljudeh in Zivalih, divje seve
AAV9 so prav tako izolirali iz velikega Stevila vzorcev, razsirjenih po celem svetu. Omenjen prejemni organizem je
rekombinantni klini¢ni vektor, uporabljen za razli¢ne genske terapije in vivo, divji tip AAV9 pa je razSirjen po celem
svetu (endemiéno). Priblizno 50 do 80 % evropske Elovedke populacije je seropozitivnih na vsaj en serotip AAV.

Potencialno bi spro3¢en Urbagen lahko inficiral druge vreten€arje, vendar je tveganje za to dejanje minimalno, saj
je odmerek, ki bi se izlo€al mnogo man;jSi od tega, ki je sposoben inficirati Ziv organizem. Potencialno bi se lahko
Urbagen tudi razmnoZeval, vendar samo v primeru, da bi ista oseba, ki bi Urbagen prejela, bila soasno $e
inficirana s helper virusom in divjim tipom AAV9, da bi lahko potekla rekombinacija in tvorba novih infektivnih
virionov, za kar pa je izredno nizka moznost.

2.6  Medsebojni vplivi

Priakujemo, da bo Urbagen po injiciranju v kliniénega preizkusanca transduciral nevrone in ostale Zivéne celice
Pricakujemo, da se bo preko CSF prenesel tudi po hrbtenjaCi in transduciral niZje leZze¢e nevrone. Cil]
transdukcije/infekcije nevronov je tvorba proteina -katenina iz transgena, ki se prepisuje pod kontrolo promotorja
CBh, ki se nahaja med regijami ITR.

Predvidevamo, da bo dodatna produkcija proteina B-katenina izboljSala kliniéno sliko pacientov z diagnosticiranim
sindromom CTNNB1. Na osnovi predklinicnega preizku$anja (Studije toksikologije in vitro in in vivo) nismo zaznali
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statisti¢no znadilnih negativnih vplivov terapije. Dokazali smo, da je transgen (Cloveski CTNNB1T) uinkovit in varen
(nismo zaznali nobene kancerogenosti, genotoksi¢nosti in vpliva na razvoj posameznikov). Vendar so doloCena
tveganje, ki ga predstavlja uporaba kliniénih vektorjev AAV9 za gensko terapijo. Za AAV9 kliniéne vektorje so znani
opisani primeri toksi¢nosti ganglijev dorzalnih korenov Zivcev, hepatotoksi¢nost, sploSna imunska preobcutljivost
na AAV9, trombociticna mikroangiopatija kot posledica moéne aktivacije sistema komplementa v telesu (Ertl HCJ
in sod. 2022; Stone D. in sod. 2023; Kachanov in sod. 2023; Perez BA. in sod. 2020). Ravno vkljucitev miRNA
vezavnih mest v Urbagenu je cilino zmanjSati necilino akumulacijo AAV9, s ¢imer neposredno vplivamo na
zmanjSano hepatotoksiénost.

AAV9 se v glavnem nahaja v episomalni obliki znotraj celic (latentna infekcija celic), stopnja genomske integracije
je izjemno nizka (pod 0,1%; Deyle in sod. 2009) in je predvidljiva na lokus AAVS1 kromosoma 19. Genomska
integracija pri Zolgenzmi ni bila dokazana (EMA, 2020).

Znotraj preverjanje ucinkovitosti, toksiénosti in biodistribucije smo dokazali, da transgen CTNNB1, ki se izraza iz
Urbagena ne predstavlja tveganja. Izvedene dolgotrajne toksikoloske Studije na glodavcih niso pokazale Skodljivih
ucinkov, RNAseq prav tako ni pokazal nobenih aktivacij onkogenov ali supresije tumor supresorskih genov. Na
osnovi podatkov in priporo€il EMA (ICH guideline S12 on nonclinical biodistribution considerations for gene therapy
products) smo izvedli (deloma tudi GLP Studije) Studije toksiénosti in biodistribucije in vivo, pri katerem smo
uporabljali dve Zivalski vrsti (mii in nehumani primati). Toksiénih sprememb nismo opazili (dokazani s
patohistoloSko analizo tkiv ter analizami krvi), raziskave biodistribucije pa nakazujejo na Siroko razSirjenost rAAV9-
CTNNB1 (dologeno z ddPCR, kjer zaCetni oligonukleotidi specifiéno nalegajo na transgen in dolo¢eno ITR regijo)
v vseh tkivih poskusne zivali kljub direktni cerebrointraventrikularni aplikaciji URBAGENA. Kljuénega pomena je

V rAAV9-CTNNBH1 je ostanek divjega tipa AAV9 le regija ITR, ki omogoca pakiranje transgena v vektor. Veliko ljudi
(do 80%) lahko vsebuje nevtralizirajoCa se protitelesa proti AAV, kar lahko onemogo€i u€inkovito gensko terapijo
z AAV9 virusnimi vektoriji, kar je tudi eden izmed izkljuCitvenih kriterijev za klini¢no Studijo.

Omenjena tveganja bomo zmanj3ali z doslednim nadzorom in hitrim ukrepanjem ob neZelenih dogodkih. Kliniéna
Studija je zasnovana ve¢ stopenjsko, prav tako so natanéno opisani vkljucitveni kot tudi izkljucitveni kriteriji, prav
tako pa je podrobno opisan naért ukrepanj (klini¢nih, diagnostiénih) v primeru pojava dolo¢enih stranskih ucinkov,
ki izhajajo bodisi neposredno iz uporabe GSO ali samega kirurSkega postopka. Med drugim se bodo spremljala
prisotnost protiteles proti AAV9 (ELISA), prisotnost AAV9 virusa v krvi, urinu ipd (QPCR, ddPCR). UpoStevajo se
priporoCila za spremljanje varnosti in uinkovitosti ter obvladovanje tveganj zdravil za napredno zdravljenje, ki so
objavljena na spletni strani Evropske agencije za zdravila.

3. OVREDNOTENJE MOZNIH VPLIVOV NAMERNEGA SPROSCANJA GSO V OKOLJE IN RAVNI
TVEGANJA ZA OKOLJE IN ZDRAVJE LJUDI

3.1 Mozni vplivi in tveganja za zdravje ljudi
Potencialne nevarnosti za zdravje ljudi so povezane s samim delovanjem Urbagena, spro$¢anjem vektorskih
delcev Urbagena, nastankom rekombinantnih replikativno-kompetentnih virusov po aplikaciji v kliniénega

preizkuSanca in z insercijsko mutagenezo.

Transgen CTNNB1, ki se bo izrazal iz Urbagena je netoksi¢en, kar smo dokazali. Priakovati je mogoCe stranske
ucinke genske terapije z rAAV9 (morebitni ucinki so opisani v tocki 2.6), vendar samo pri klinicnemu preizkusancu.
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Mozno je spros$€anje virionov Urbagena s telesnimi izlo&ki kliniénega preizkuSanca, vendar smo Urbagen dokazali
zgolj v urinu in krvi poskusnih zivali, in to v 10.000-krat niziem odmerku, kot so ga Zivali prejele. |z literature sledi,
da je prenos AAV mozZen preko inhalacije aerosola, preko direktnega kontakta s sluznico in preko oralno-fekalne
poti (Baldo in sod. 2009). PoroCila nakazujejo tudi, da se manj kot 0,001% rAAV injiciranih intravensko v paciente
izloCa s telesnimi teko&inami (Fleishman, 2013). Tveganje, da bi Urabgen inficiral osebe v blizini so zanemarljivo
majhne, odmerki, ki se jih izloa so premajhni, da bi lahko inficirali necilino osebo. Klini¢ni preizkusanec bo po
opravljeni operaciji v izoliranem bolniSni¢nem okolju vsaj 28 dni, osebe, ki bodo priSle v stik s pacientom bodo
imele obleeno zas¢itno obleko, skrbniki pa so tudi pouceni, kako postopati s telesnimi teko€inami klininega
preizku$anca. Gibanje klininega preizku$anca je prav tako omejeno (veginoma v domacem okolju ob spremstvu
skrbnikov), enako velja za omejen stik z drugimi osebami.

Pri delu z rAAV9-CTNNB1 virusnim vektorjem obstaja moZnost, da postane replikativno kompetenten, Ce bi oseba,
ki bo prejela Urbagen so¢asno okuzena Se z divjim tipom AAV in helper virusom. Tovrstni dogodek je nemogoc,
saj se vsakega klinicnega preizku$anca z diagnosticnimi testi pred vstopom v kliniéno $tudijo pregleda. Pregleda
se njegova protitelesa proti AAV9 ter odsotnost infekcij z ostalimi virusi. Proizvajalec Urbagena je prav tako izdal
certifikat, v katerem je navedeno, da je virusni produkt prost kontaminantov, torej ostankov plazmidne DNA helper
virusov, kar eksplicitno izkazuje, da je Urbagen replikativno nekompetenten, prav tako od diviega tipa AAV9
vsebuje le regije ITR, ne pa genov rep in cap. Moznost, da bi osebe, ki bodo zraven kliniénega preizku$anca bile
soCasno okuzene z divjim tipom in helper virusom so prav tako izredno nizke, tako da je tveganje prenosa
Urbagena na neciljno osebo zanemarljive.

Genomska integracija pri Zolgenzmi ni bila dokazana (EMA, 2020), prav tako do sedaj ni poroCil o insercijski
mutagenezi pri uporablienih kliniénih vektorjih v klinicnih Studijah, tako da ni tveganje za insercijsko mutagenezo
pri ciljnih in neciljnih osebah.

Okolis¢ina pri kateri bi lahko priSlo do nenamernega sproS€anja in katere potencialna verjetnost pojava je
minimalna je transfuzija krvi ali presaditev celic, tkiv ali organov darovalca, ki je bil zdravljen z Urbagenom. Bolniki
s sabo nosijo opozorilno kartico, kjer je navedeno, da ne smejo darovati krvi, organov, tkiv ali celic, tako da je
tveganje za ta dogodek ni¢en. Kliniéni preizkusanci so v spremstvu starSev ali skrbnikov ves ¢as.

3.1.1  Mozni vplivi in tveganje za okolje

Urbagen zunaj dobro nadzorovanega okolja (izven kliniénega preizku$anca, shranjen pri temperaturi nad -60 °C)
ne morejo preZiveti dolgo, oziroma jim hitro pade infektivnost, zato za razSiritev v okolje ne predstavljajo vecjega
tveganja in ne pri¢akujemo negativnih uéinkov na rastline, Zivali in okolje. Odmerki, ki bi se v okolje na predvidene
nacine (preko telesnih tekoCin pacienta) nenamerno sprostili so iziemno majhni in nimajo ucinka. Kot veckrat
omenjeno, AAV9 ne povzro€ajo bolezni, so klini¢ni vektorji z odsotno genomsko integracijo Ob upoStevanju vseh
predpisanih previdnostnih in zadrZevalnih ukrepov je ocenjena potencialna verjetnost za pojav Skodljivih u€inkov
zanemarljiva. NaCeloma so AAV9 izjemno obCutljivi na spremembo temperature in UV svetlobo. Hitro ga
inaktivirajo razliéni dezinficiensi (npr.10% Na-hipoklorit), periacetna kislina (Rutgers Enviromental Health and
Safety Recomendations on AAV). Rekombinantni AAV prav tako hitro razpadajo v okolju, npr. dologena je 7-
dnevna razpolovna doba AAV virionov v vodah (Fleishman 2023). Mesto aplikacije v pacienta je sterilno
pripravljeno, enako velja za pripravo opreme. Po koncu injiciranja se odpadke inaktivira, prostore pa se o€isti in
razkuzi.
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DOLOCITEV POTREBNIH ZADRZEVALNIH IN DRUGIH VARNOSTNIH UKREPOV PRI NAMERAVANEM
DELU Z GSO

41  Dolo¢itev skupne ravni tveganja za zdravje ljudi in okolje

Ravnanje z AAV9-CTNNB1 vkljuCuje natan¢no upoStevanje vseh previdnostnih in zadrzevalnih ukrepov ter
izvajanje vseh ukrepov za nadzor in varno delo ter opisanih zadrzevalnih ukrepov pri delu z GSO (Naért
zadrzevalnih ukrepov pri delu z GSO v zaprtem sistemu Operacijska soba PeK).

Klinicno preizkuSanje Urbagena in namerno sproS¢anje v okolje bo izvedeno v skladu z naceli dobre klini¢ne
prakse. Zaradi doslednega upostevanja vseh varovalnih in zadrzevalnih ukrepov in nacel dobre kliniéne prakse kot
tudi izredne obcutljivosti gensko spremenjenih organizmov, morebitnega izlo€anja v nizkih dozah, odsotnost
sposobnosti replikacije, je verjetnost za pojav Skodljivih ucinkov za zdravije ljudi in okolja dolo¢ena kot zanemarljiva.

4.2  Zadrzevalni ukrepi

Pri delu z virusnim pripravkom natan¢no izvajamo vse ukrepe za nadzor in vamo delo ter spodaj opisane
zadrzevalne ukrepe pri delu z GSO. Kliniéno preskuSanje bo izvedeno v skladu z naceli dobre kliniéne prakse
Ocenjujemo, da je direktna raven tveganja pri delu s celiénim pripravkom AAV9-CTNNB1 za zdravje ljudi in okolja
minimalna.

V prostorih (opisano podrobno v to¢ki 2.4), ki so klasificirani za delo z GSO iz 1. varnostnega razreda (Operacijska
soba PeK), se izvajajo fizicni, bioloski, kemicni in organizacijski zadrzevalni ukrepi. V namen preprecevanja Sirjenja
GSO v okolje in navzkriznih kontaminacij imamo vzpostavljenih ve¢ ukrepov in sicer:

e Imenovan je pooblas¢enec za bioloSko varnost.

e Delo je ustrezno evidentirano, kar je zahtevano v ZRGSO.

o Vstop je omejen in med delom z GSO omogocen le pooblaséenim osebam s kartiénim dostopom.

e  Skladnost prostora in opreme, ki se redno &isti, validira in vzdrzuje.

eV namen preprecevanja Sirienja GSO v okolje in navzkriznih kontaminacij so pred Operacijsko sobo Se
dodatni predprostori, kjer je onemogoceno hkratno odpiranje vhodnih in izhodnih vrat iz predprostora.

e Veszrak v zaprtem prostoru 1. varnostnega razreda je filtriran preko filtrov HEPA.

e Vrata so zaprta, oken in odtokov ni.

o Potro$ni material, ki prihaja v stik z GSO, je za enkratno uporabo in se ga pred odstranitvijo kemi¢no
inaktivira.

e  Pri rokovanju z GSO osebje upoSteva ustrezne previdnostne ukrepe in ob standardni za$€itni uniformi
uporabljati e varnostno opremo (kirurSka oprema-popolno pokritie osebja, pacienta) za prepreéevanje
moznosti prenosa infekcijskih bolezni in za za$¢ito delavca pred neposrednim stikom z GSO. Osebje je
izobrazeno.

e Vzpostavljen je nacin odstranjevanja odpadkov.

ZadrZevalni ukrepi po odpustu bolnika iz bolnisni¢nega okolja:

e Bolnik, ki bo prejel GSO, ima po odpustu iz bolniSnice vedno s sabo opozorilno kartico. Na kartici je
navedeno, da bolnik ne sme darovati krvi, organov, tkiv ali celic. S tem se prepreCuje namerni prenos
GSO na neciljno osebo.

o Bolnikovo zdravstveno stanje se v skladu s protokolom redno spremlja.

e Sponzor klinicnega preskusanja ima vzpostavljen sistem farmakovigilance.

421 Osebna varovalna oprema
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Zdravstveni delavci vstopajo Cisto sobo preko dveh predprostorov, kjer si umijejo roke, se preobleéejo v ustrezno
zas€itno oblacilo in zamenjajo delovno obutev. Pri delu z GSO osebje uposteva ustrezne preventivne ukrepe in ob
standardni za&¢itni uniformi uporablja e dodatno varnostno opremo; kirurSka oprema (plas¢, maske, ocala, kapa,
obuvala, rokavice). V predprostoru je names¢en umivalnik z milom, ustrezna razkuzila. Spro§¢anje GSO poteka
po upostevanju nacel asepse.

4.2.2 Ravnanje z odpadki

Vsi odpadki, ki nastanejo pri delu z GSO/operaciji se pustijo v Operacijski sobi, kjer jih osebje nato prestavi v
vre€ko, le-to pa hermeticno zapre v zaboj, ki se odstrani v skladu z infektivnimi odpadki. Za to skrbi pooblas¢ena
sluzba UKC LJ. V Operacijski sobi je vzpostavljeno temeljito, dokumentirano dnevno cis¢enje/razkuZevanje
(Navodilo za delo_Ci¢enje operacijskih prostorov). Kateter se pred odstranitvijo e prepere z 10% Na-hipokloritom.
V nadaljevanju se postopa skladno z Naértom za gospodarjenje z odpadki UKCL (Sluzba za varstvo in zdravje pri
delu, enota Varstvo okolja). Odpadki se oddajo pooblas¢enemu zbiralcu odpadkov, ki dnevno vrsi odvoz odpadkov
in poskrbi za njihovo varno odstranitev in uni¢enje. Avtoklav se nahaja v prostorih Pediatri¢ne klinike in UKC LJ

(npr. v specializiranem hematoloSkem laboratoriju).

5. ZAKLJUCEK OCENE TVEGANJA ZA NAMERNO SPROSCANJE GENSKO SPREMENJENIH
ORGANIZMOV V OKOLJE

Kot GSO je opisan rekombinantni klinicni vektor AAV9, ki ima med zaporedje ITR vstavlieno kaseto za izrazanje
transgena; ¢lovedki gen CTNNB1T in se ga bo namerno spro¢alo v okolje tekom kliniéne Studije GAIN-CTNNB1,
kjer se bo preverjala varnost, razporeditev in terapevtska ucinkovitost pripravka za zdravljenje sindroma CTNNB1
pri 12-ih pediatri¢nih pacientih. Transgen ne daje morebitne selekcijske prednosti ali pomanjkljivosti, prav tako
GSO ne pridobi dodatnih toksicnih ali Skodljivih lastnosti, ki bi lahko predstavljale nevarnost in tveganje za zdravje
ljudi, Zivali in okolja. AAV9 so prav tako Siroko razSirjeni in ne povzro€ajo bolezni. Transgen je v AAV9-CTNNB1
stabilno integriran, slednja pa po infekciji celice klininega preizkuSanca najverjetneje ni mozna.

Verjetnost, da GSO v pogojih nameravanega namernega spro$¢anja v okolje postane obstojen in invaziven v
naravnih habitatih je zanemarljiva, izvorni organizem je prav tako razsirjen po celem svetu v vseh geografskih
podrogjih.

Tveganj povezanih z AAV9-CTNNB1 ne pri¢akujemo, saj je uporabljen virusni vektor replikativno inkompetenten.
Odsotnost helper plazmida je dolo¢ena s certifikatom proizvajalca GSO (pod pogoji GMP). Med transdukcijo celic
klinicnega preizkuSanca pride do prenosa zapisa za transgen, vektor ne vsebuje nobenega zapisa za odpornost
proti antibiotikom. GSO ne pridobi drugih zapisov za gene (podobno velja za celice kliniénega preizkuSanca), ki bi
lahko povzro€ili bolezen pri ljudeh, Zivalih ali rastlinah in bi povzrocali Skodljive vplive na okolje ter ogroZali biotsko
raznovrstnost. Uporablien rAAV9-CTNNB1 je bil predhodno uspesno testiran v ve¢ korakih predklinicnih Studijah,
kjer smo zakljucili, da je transgen varen in ucinkovit.

Moznosti za genski prenos na druge vrste je zanemarljiva. Za prenos genskega vkljucka bi morali biti v neciljinem
organizmu hkratna infekcija divjega tipa AAV in helper virusa, ki bi omogocali replikacijsko sposobnost GSO;
moznost za slednje je izredno majhna, oziroma zanemarljiva.

Zaradi doslednega upoStevanja in izvajanja vseh varovalnih in zadrzevalnih ukrepov, je tveganje za neposreden
stik osebja, ki dela z GSO ali za nenamerno sprod¢anje GSO v zunanje okolje izredno majhno. V kolikor bi priSlo
do nenamernega spro$¢anja GSO izven zaprtega sistema negativnih vplivov na ljudi in okolje ne pri¢akujemo ker
virus hitro izgubi infektivnost, prav tako AAV9 ne povzro€ajo bolezni. Verjetnost za Skodljive posledice za zdravje
ljudi in okolje je zanemarljiva.
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Preucili smo nekaj potencialnih dogodkov in situacij, v katerih bi lahko pri§lo do nenamernega prenosa GSO na
neciline osebe. V vseh navedenih scenarijih je verjetnost za tak dogodek in posledi¢no Skodljive u€inke za neciline
osebe izjemno majhna.

Zaklju¢imo lahko, da namerno spro$¢anje GSO (Urbagen) tekom klini¢ne Studije pacientov s sindromom CTNNB!1
predstavlja zanemarljivo, oziroma ni¢no tveganje za okolje.

6. POSTOPEK IZDELAVE OCENE TVEGANJA

Ocena tveganja je bila izdelana v skladu s Pravilnikom o oceni tveganja za namerno spro$¢anje gensko
spremenjenih organizmov v okolje (Uradni list RS, $t. 32/21).

Pri pripravi ocene smo sledili evropskim smernicam opisanim v dokumentu: Good Practice on the assessment of
GMO-related aspects in the context of clinical trials with AAV clinical vectors (version 3), ki jih je privzela tudi
Slovenija leta 2020 (Good Practice, 2023).

6.1  SpecifiCnost ocene tveganja

Oceno tveganja za okolje smo pripravili na znanstvenih osnovah glede na nam dostopne podatke za gensko
terapijo na osnovi kliniénih vektorjev AAV9 ter nasih rezultatov predklinicnih raziskav rAAV9-CTNNB1 produkta. V
procesu priprave ocene tveganja za okolje nam je bila poznana vrsta virusnega vektorja ter vioga vkljuékov vektorja
ter vsa zaporedja rAAV9-CTNNB1.

6.2  Utemeljitev dolocitve podatkov, ki naj se varujejo kot zaupni

V tej oceni tveganja ni zaupnih podatkov.
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