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1. Wstep

oncepcja terapii genowej powstata ok 30 lat temu, gdy po raz pierwszy
Kudalo sie wprowadzi¢ DNA do komoérki eukariotycznej. Rozwéj technik

inzynierii genetycznej, szczegdlnie w ciggu ostatnich pietnastu lat, doprow
dzit na poczatku lat dziewiecdziesigtych do pierwszych prob klinicznych u lu-
dzi. Kamieniami milowymi, ktére doprowadzity do stanu obecnego byto kil-
kanascie zdarzen m.in. opracowanie technologii zwierzat transgenicznych
w 1981 r. W tym samym czasie na rynku pojawit sie pierwszy komercyjny
produkt rekombionowany genetycznie. W 1986 r. opracowano technike poli-
merazowej reakcji tancuchowej (PCR), a rok pdzniej rozpoczeto program ma-
powania ludzkiego genomu. W koricu w 1990 r. opracowano technologie uzy-
skiwania myszy knockout. Faktycznie przelomem, ktéry stworzyt realne
mozliwosci zastosowania koncepcji terapii genowej w praktyce stato sie udo-
skonalenie technik wprowadzania DNA do komadrki, a szczegdlnie uzycie nos-
nikdw (wektoroéw) wirusowych (1).

Terapia genowa moze by¢ zdefiniowana jako korekcja niewlasciwego feno-
typu komorki poprzez wprowadzenie do niej ,,poprawnej” informacji lub mo-
dyfikacja komoérki prawidtowej poprzez wprowadzenie do niej nowej informacji
genetycznej. Terapia ta moze by¢ zastosowana zaréwno do leczenia choréb
dziedzicznych opartych gtéwnie na defektach genetycznych jak i choréb na-
bytych, np. nowotwory czy AIDS.

Wiele schorzen dziedzicznych jest spowodowych poprzez defekt pojedyn-
czego genu, ktory powoduje zaburzenie swoistego szlaku metabolicznego.
W tym przypadku terapia bedzie polegata na wprowadzeniu funkcjonalnej
kopii genu do komorki, w ktérej defekt ten wystgpit. W ten sposéb zostanie
poprawiony fenotyp komorki i przywrdcone jej wiasciwe funkcje metaboliczne.
Niektére potencjalne zastosowania terapii genowej w przypadku choréb ge-
netycznych ujeto w tab. 1.
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Tabela 1
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Niektofle z chordéb dziedzicznych bedacych przedmiotem préb terapii genowej
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hipercholesterolemia
rodzinna

hemofilia a i B

Produkt genu
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cytochrom b
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P-globina

a- i (t-globina

fosforybozylotransferaza
hipoksantynowa

dystrofina
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przewodnictwa

hydroksylaza
fenyloalaninowa

receptor dla LDL

czynnik VII i IX

Rodzaj komédrek
limfocyty T\B

neutrofile
makrofagi
erytrocyty
erytrocyty
komérki zwojéw
podstawowych

komérki miesniowe

komérki istoty czarnej
mézgu

komorki nabtonka ptuc

komorki nabtonka ptuc
i trzustki

hepatocyty

hepatocyty

ptytki krwi

W artykule tym przedstawimy aktualne koncepcje i strategie terapii geno-

wej nowotworéw oraz przestanki poparte badaniami przedklinicznymi, ktére
stanowity podstawe protokétu ktinicznego terapii genowej czerniaka ztosliwego
opracowanego w Zakladzie Immunotogii Nowotworéw Akademii Medycznej
w Poznaniu w Wielkopolskim Centrum Onkologii.

2. Metody transferu genow

Metody wprowadzania genéw do komérki mozna najogdlniej podzieli¢ na
trzy gtéwne grupy: chemiczne, fizyczne (niewirusowe) i wirusowe (tab. 2). Za
pomoca metod chemicznych wprowadzone zostaje DNA do komorki z efekt}rw-
noscig mniej wiecej 1 pozytywna komodrka na 10 000. W zastosowaniu nie-
ktorych metod fizycznych, jak np. w elektroporacji — 1 komdrka na 1000.
Wektory wirusowe natomiast charakteryzujg sie wysoka efektywnoscig siega-
jaca nawet 100% komorek transdukowanych. Wprowadzanie gendéw przy uzy-
ciu tych ostatnich okresla sie mianem transdukcji.

biotechnologia 1 (28) '85
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Tabela 2
Metody transferu genéw stosowane w prébach terapii genowej

Zastosowanie Stala (S) lub
Metoda o . przejsciowa (P)
in vivo ex vivo Ekspresja genu

Niewirusowa (chemiczna i fizyczna)

precypitacja CaPo4 +/- - IS
elektroporacja +/- - S
bezposrednie wstrzykniecie DNA - + P
lipofekcja +/- + P
kompleksy adenowirus-ligand-DNA - + p
kompleksy ligand-DNA - + P
Wirusowa
retrowirusy + ? S
adenowirusy +/- + P
wirusy adeno-associated + ? S
wirusy Herpes Simplex +/- + ?
wirusy Vaccinia +1- + P
wirusy Polio +1- + P
wirusy Sindbis i inne wirusy RNA +/- + P

Opracowano i udoskonalono caty szereg wektorow ekspresyjnych w opar-
ciu na genomach adenowiruséw, retrowiruséw, adeno-associated i innych ty-
pow wiruséw (tab. 2). Ze wzgledu na unikatowy cykl zyciowy, wektory retro-
wirusowe sg dotychczas najszerzej stosowane, chociaz wiele nadziei wigze sie
z wektorami opartymi na genomach adeno-associated. Materiatem genetycz-
nym retrowirusoéw jest RNA, ktéry po wniknieciu do komorki jest przepisy-
wany na DNA i z kolei zostaje wbudowany do genomu zainfekowanej komorki.
Zawiera on sekwencje czynnos$ciowe (promotrowe i wzmacniajgce) oraz stru-
kturalne (kodujace biatka enzymatyczne — poi, zrebu — gag i otoczki —
enu). Wiekszos¢ stosowanych wektorow wykorzystuje genom mysich, badz
ptasich retrowiruséw. Ze wzgledu na dobrze poznanag biologie najczesciej wy-
korzystuje sie mysiego wirusa biataczki Moloneya. Wektory retrowirusowe
charakteryzujg sie zdolnoscig transdukowania szerokiego spektrum komorek.
Wszystkie systemy retrowirusowe sktadajg sie z dwéch etementéw: 1) wektora
retrowirusowego, zawierajagcego konkretny gen, oraz 2) ukiadu dostarczajace-
go biatka strukturalne in trans (komérki pakujace).

2.1. Wektory retrowirusowe

Konstruowane sg poprzez zastgpienie wilasnej informacji genetycznej re-
trowirusa przez geny, ktére majg zosta¢ wprowadzone do komorki. Najczesciej
pri?ygotowane w ten sposo6b wektory zawierajg rOwniez geny opornosci na
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antybiotyki toksyczne dla komoérek eukariotycznych (neomycyne, hygromycy-
ne czy puromycyne) pozwalajagce na pozytywng selekcje komoérek transduko-
wanych. Ekspresja obu genéw moze by¢ kontrolowana przez jeden (2), badz
przez rozne promotoiy (3); endogenny — retrowirusowy i egzogenny — in-
nego pochodzenia. W pierwszym przypadku skitadanie (ang. splicing) mRNA
odbywa sie przy udziale naturalnych mechanizméw retrowirusowych (3,4).
Ostatnio powstaty wektory dwucistronowe, w ktérych synteza produktéw obu
gendéw zachodzi na bazie jednego mRNA. Majg one wiele zalet, przede wszy-
stkim uzyskuje sie wieksze miano zrekombinowanego wirusa; mozna do we-
ktora upakowac¢ wiekszg ilos¢ inforrnacji genetycznej i co bardzo wazne, uzy-
skuje sie wysoce efektywng ekspresje genéw (3).

Istotnym elementem w budowle wektora retrowirusowego jest sygnat pa-
kujacy (sekwencja psij, ktora umozliwia wbudowanie powstatej czgsteczki mRNA
do otoczki biatkowej (5). Powstanie kompletnego rekombinowanego wektora
retrowirusowego wymaga rowniez obecnosci genéw kodujacych biatka enzy-
matyczne i biatka otoczki [gag, poi, env). Wprowadzenie dodatkowej informacji
genetycznej w postaci cDNA kodujgcego interesujgce nas biatko wymagato
usuniecia tych genéw, poniewaz ditugos¢ RNA zdolna do upakowania w oto-
czke jest ograniczona. W ten sposob wektory retrowirusowe sg stmkturami
niezdolnymi do samodzielnej replikacji. Jednakze biatka straikturalne otoczki
mogg zota¢ dostarczone in trans poprzez tzw. ,.komorki pakujace”.

2.2. Komorki pakujace

Pierwsze generacje komorek pakujgcych powstaly na poczatku lat osiem-
dziesigtych. Byly to mysie fibroblasty, do ktérych na state wprowadzono fun-
kcjonalne geny gag, poi i enu, jednakze w obrebie sekwencji pakujacej psi
dokonano mutacji (5,6). Zmodyfikowane w ten sposob komoérki produkowaty
mMRNA na ktérych dochodzito do syntezy strukturalnych biatek retrowiruso-
wych. Te z kolei formowaty otoczke, do ktérej jednak wiasny materiat gene-
tyczny wirusa nie byt pakowany. Po wprowadzeniu do tych komérek wektora
retrowirusowego (poprzez transfekcje) dochodzi do syntezy mRNA zawieraja-
cego oprécz sztucznie wklonowanego cDNA funkcjonalna sekwencje psi, po-
zwalajagca na upakowanie tegoz mRNA do otoczki. Powstaty w ten sposéb
kompletny retrowirus zawiera pozgdang informacje genetyczng i jest zdolny
na drodze infekcji (transdukcji) wprowadzi¢ ja do komorek docelowych.

Niestety, pierwsze uzyskane linie komérek pakujgcych stwarzaty dosé duze
ryzyko powstania ,,dzikiego” wirusa, tzw. wirusa pomocniczego, na drodze
rekombinacji (przekazania sekwencji pakujacej) pomiedzy wektorem i zmuto-
wanym wirusem obecnym w tych komodrkach (7). W celu ograniczenia tego
zjawiska wprowadzono dodatkowe mutacje do konstruktu pakujacego. Naj-
czesciej stosowana w terapii genowej linia komoérek pakujagcych PA317 (8)
zawiera prowirus, w ktérym oprécz delecji w regionie psi, usunieto czes¢ 5' LTR
(ang. long terminal repeat), a 3' LTR zamieniono na sygnat poliadenylujacy
wirusa SV40. Najnowsza generacja komérek pakujacych zawiera dwa oddziel-
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ne konstrukty. Jeden jest odpowiedzialny za ekspresje genéw gag i poi, a dru-
gi koduje biatka otoczki (9,10,11,12). W ten spos6b wzrasta liczba potencjal-
nych rekombinacji, ktére musiatyby zajs¢ aby powstat ,,dziki” wirus.

3. Strategia terapii genowej

w strategii terapii genowej zaktada sie wprowdzenie do komoérki aktywnego
genu zaréwno w postaci funkcjonalnego homologu genu uszkodzonego, jak
i genu terapeutycznego, ktorego produkt datlby oczekiwany efekt. Wiele cho-
rob genetycznych, w tym czesciowo choroba nowotworowa, jest wynikiem mu-
tacji w obrebie pojedynczego genu. W niektérych z tych schorzen wprowa-
dzenie funkcjonalnej kopii genu (wzmochienie genu) przyniostoby efekt tera-
peutyczny, nawet w przypadku niewielkiej produkcji danego biatka. Do tych
defektéw mozna zaliczy¢: choroby szpiku, eiytroenzymopatie, hepatoenzymo-
patie, choroby centralnego ukfadu nerwowego. Na przyktad 10 - 20% normal-
nie wystepujacego aktywnego czynnika IX znosi ostrg posta¢ hemofilii B (13).
Jednakze korekcja innych zaburzen wymaga okre$lonego stezenia danego
biatka wydzielanego w odpowiedzi na swoisty sygnat. W tym przypadku wpro-
wadzony gen musi znalez¢ sie pod kontrolg wiasciwych etementow regulacyj-
nych. Efekt ten mozna potencjalnie osiggna¢ poprzez tzw. wymiane genu,
w przeciwienstwie do opisanego juz wzmochienia genu. Nie zawsze konieczna
jest korekcja informacji genetycznej w komoérkach obarczonych konkretnym
defektem. W tych przypadkach okreslony gen moze zosta¢ wprowadzony do
innego rodzaju komoérek, ktére w ten sposdb zmodyfikowane zniosa patolo-
giczny fenotyp. Ten rodzaj terapii zostat najlepiej udokumentowany przy uzy-
ciu szczurzego modelu choroby Parkinsona, w ktorej objawy moga zostac
zniesione poprzez zastosowanie dopaminy. W tym doswiadczeniu produkujace
dopamine fibroblasty zostaty wszczepione do mézgowia niwelujac w ten spo-
s6b proces patologiczny.

4. Obecnie stosowane koncepcje terapii genowej nowotworow

Wedtug danych opublikowanych w miesieczniku ,,Human Gene Therapy”
aktualnie (listopad 1994) na S$wiecie zatwierdzono do realizacji tgcznie 83
protokoty terapii genowej i terapii znacznikowej (gdzie w miejsce genu tera-
peutycznego wprowadzono tylko gen znacznikowy, np. opornosci na antybio-
tyki). Trzydziesci trzy protokoty dotyczg nowotwordéw litych (czerniak ztosliwy,
raki nerki, ptuc, jelita grubego i guzy moézgu). W obrebie tych 33 protokotow
wyrdznia sie pie¢ zasadniczych trendow czy strategii postepowania (zestawie-
nie). Najwiecej protokotow dotyczy genetycznych szczepionek przeciwrako-
wych.
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Zestawienie
Strategie terapii genowej nowotworéw

Obecnie stosowane strategie terapii genowej nowotworéw

Genetyczne komoérkowe szczepionki przeciwrakowe
Woprowadzanie genu HLA-B7 do komdrek guza in situ
Wprowadzanie ,,genéw samobdjcéw” do tkanki nowotworowej in situ

Inaktywacja onkogendw lub/i wprowadzanie gendéw supresorowych do tkanki
nowotworowej in situ

Uzycie genéw opornosci wielolekowej (MDR) w celu ochrony komdrek szpiku w trakcie
chemioterapii

4.1. Genetyczne komdrkowe szczepionki przeciwrakowe

W ciggu kilkudziesieciu lat zaobserwowano, ze wiele nowotworéw pomimo
ekspresji na swojej powierzchni antygenéw, ktére sa rozpoznawane jako obce
przez ukiad odpornosciowy, unika destrukcji. Doprowadzito to do préb akty-
wacji wiasnego ukitadu odpornosciowego przeciwko nowotworom. W tym celu
m.in. opracowano szczepionki przeciwrakowe oparte na lizatach komaérek no-
wotworowych, autologiczne badz allogeniczne komoérki nowotworowe naswiet-
lane promieniami gamma albo sprzezone z adiuwantem (wirusowym lub ba-
kteryjnym). Zastosowana immunizacja powodowatla stymulacje swoistych
cytotoksycznych limfocytéw T (CTL) i wzrost miana przeciwciat klasy IgM
i 1gG skierowanych przeciwko swoistym antygenom nowotworowym. Takie po-
stepowanie u duzej liczby chorych prowadzito do bardzo istotnego wydtuzenia
zycia.

Podejmowano roéwniez préby bezposredniej aktywacji CTL. W tym celu izo-
lowane od chorych limfocyty naciekajace guz (ang. Tumor Infiltrating Lyrrtfo-
cytes, TILs) charakteryzujace sie zdolnoscig rozpoznawania komdorek nowo-
tworowych, inkubowano ex vivo w obecnosci interleukiny drugiej (IL- 2), kto-
ra odgrywa podstawowg role w regulacji immunologicznej, stymulujac proli-
feracje limfocytéw w odpowiedzi na antygen. Przygotowane w ten sposéb lim-
focyty byly w stanie w krétkm czasie niszczy¢ komorki nowotworowe.

W ostatnich latach powstata koncepcja genetycznych komoérkowych szcze-
pionek przeciwrakowych. Strategia tej terapii potega na lokalnym wzmocnieniu
prezentacji antygenu, badz kostymulacji ukitadu odpornosciowego, poprzez
miejscowe dostarczenie wysokiego stezenia odpowiednich czynnikéw, w celu
aktywacji komorek cytotoksycznych. Jedng z gmp czynnikow petnigcych taka
role sa cytokiny. Praktycznie, postepowanie polega na pobraniu tkanki nowo-
tworowej od chorych, izolacji komoérek nowotworowych, ich namnozeniu in
vitro, wprowadzeniu ex vivo za pomocg wektorow wirusowych danych genow,
naswietleniu odpowiednia dawka promieni Rtg i wstrzyknieciu choremu pod-
skoérnie (szczepionki autologiczne). Ponadto, opracowuje sie szczepionki allo-
geniczne. Oparte sg one na komorkach ustalonych linii ludzkich nowotworow
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(HLA-A1,2 pozytywnych) transdukowanych genami czynnikéw stimiulujg-
cych. Naswietlone promieniami Rtg komorki wstrzykuje sie chorym HLA-AI
lub/i HLA-A2 pozytywnym podskérnie. W przypadku szczepionek allogeni-
cznych unika sie izolacji i hodowli wiasnych komadrek chorego, a obecnosc
antygendw zgodnosci tkankowej HLA-AI/2 stwierdza sie u 70% osobnikéw
populacji europejskiej. Prébuje sie réwniez stosowaé inne typy komoérek jako
nosniki genéw czynnikéw stymulujacych (np. fibroblasty), ktére po zmieszaniu
z komoérkami autologiczn3nni i naswietleniu podaje sie chorym w ten sam
spos6b. Jednakze obecnie nie mozna jeszcze oceni¢ ewentualnych réznic sku-
tecznos$ci przedstawionych drég postepowania.

Cytokiny sa gtéwnymi modulatorami reakcji immunologicznych i zapal-
nych. Stosujac mysie systemy doswiadczalne w immunizacji komérkami nowo-
tworowymi, produkujgcymi wiekszo$¢ cytokin (gtéwnie IL -2, IL-6, IL-7,
czynnikiem nekrotyzujacym guzy a-TNF-a, czynnikiem stymulujacym rozwoj
kolonii granulocytéw i makrofagbw — GM - CSF) wykazano ich zdolno$¢ do
generacji swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Jeden z pierwszych mo-
deli zastosowanych do oceny przeciwnowotworowej aktywnosci cytokin opierat
sie na wprawadzeniu cDNA danej cytokiny do wektora ekspresyjnego, trans-
fekcji komorek nowotworowych i szczepieniu nimi zwierzat doSwiadczalnych.
Przy uzyciu tego systemu wykazano aktywno$¢ i poznano mechanizm dzia-
tania wielu cytokin (tab. 3). W wiekszosci prz)rpadkéw nie wptywajg one na
proliferacje komérek guza in vitro, tak zatem mechanizm immunomodulacji
opiera sie na stymulacji komaérek efektorowych.

Tabela 3
Komérki elektorowe indukowane
w WYNIKU MIEJSCOWEGO WYDZIELANIA CYTOKIN PRZEZ KOMORKI GUZA

Gtowne komorki

Cytokina Inne komdrki elektorowe Literatura
elektorowe
11- 1 nie oznaczono nie oznaczono (53)
11-2 T- CD8+ NK, makrofagi, neutrofile, (15, 16, 54)
eozynofile
11-4 eozynofile makrofagi, T - CD8+ (19, 38)
INF-y T-CD8+ NK (16, 55)
11-6 T-CD4+, T-CD8+ NK, makrofagi (22, 23, 25)
11 -6/sll - 6R T-CD4+, T-CD-8+ NK
11-7 T-CD4+, T-CD8+, (26, 27, 28,
makrofagi 29)

TNF-a T - CD4+, T - CD8+ makrofagi (42)
G-CSF neutrofile makrofagi, eozynofile, T - CD8+ (56)
GM - CSF T - CD4+, T - CD8+ (18)

Gtownymi komorkami cytotoksycznymi, swoiscie hamujgcymi wzrost no-
wotworu, sg timfocyty T - CD8+. Najwazniejszymi aktywatorami tej poputacji
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komorek sg IL-2 (14,15) i INF (16,17). IL - 2 jest jednym z podstawowych
czynnikéw wphrwajacych na akt}rwacje i proliferacje limfocytow T. Mechanizm
dziatania INFt opiera sie na powodowaniu wzrostu ekspresji antygenéw gtow-
nego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy pierwszej (MHC-I), a tym samym
na bardziej efektywnej prezentacji antygendéw nowotworowych.

W pierwszych badaniach wykazano, ze szczepienie komdrkami nowotwo-
rowymi produkujgcymi IL - 2 spowodowalo powstanie trwatej odpornosci
charakteiyzujacej sie odrzuceniem ponownie podanych komoérek. Jednakze
w kolejnych doswiadczeniach zaobserwowano, ze podobny efekt mozna otrzy-
mac po szczepieniu naswietlonymi komorkami nie wydzielajagcymi cytokin
(18). Zweryfikowano w ten sposob réwniez potencjalny wptyw IL - 4 na wzrost
immunogennosci linii raka nerki (19), poniewaz naswietlone, nietransfekowa-
ne komorki tej samej linii wykazywaty ten sam efekt co komérki transfeko-
wane (18). Wyjatkiem okazat sie GM - CSF, ktory wydzielany w miejscu wzro-
stu guza indukowat wydajng reakcje efektorowa (18). Mechanizm jego dzia-
tania ttumaczy sie stymutacja i protiferacjg komorek dendiytycznych, ktére
w pelni zdolne do prezentacji antygenu odgrywajg istotng role w aktywacji
limfocytow T CD4+, ktére z kolei dostarczajg sygnatu do proliferacji limfocy-
tom T CD8+ (cytotoksycznym). Ponadto, zdolno$¢ stymulacji limfocytéow T
posiadajg inne cytokiny takie jak; IL-6, IL-7 czy IL- 12.

W pierwszych doswiadczeniach wykazano, ze IL - 6 zastosowana ogolnie
zapobiega wzrostowi czerniaka i formowaniu przerzutow (20,21). Podczas ko-
lejnych badan zaobserwowano znacznie wiekszy efekt po wprowadzeniu genu
dla IL - 6 do komoérek nowotworowych (22,23,24). Przeciwnowotworowe dzia-
tanie IL - 6 polegajgce na aktywacji limfocytow T wykazano stosujgc nisko
immunogenna linie mysiego widkniakomiesaka. Akt3Avacja obu subpopulaciji
— CD4-1- i CD8+ byla niezbedna do cofniecia sie przerzutéw po dozyinym
zastosowaniu cytokiny.

W przeprowadzonych przez nas badaniach potwierdziliSmy role IL-6 w mo-
dulacji odpowiedzi przeciwnowotworowej (25). Ponadto, wykazliSmy, ze roz-
puszczalna forma receptora dla IL-6 (sIL-6R), promujgca dziatanie 1L-6 in
vitro, wydzielana przez komorki mysiego czerniaka wraz z IL - 6 poteguje jej efekt.
IL - 6 w potagczeniu z sIL - 6R silnie hamowata wzrost guza, zdolno$¢ do two-
rzenia przerzutéw i stymulowata dtugotrwatg odpornos¢ przeciwczemiakowsa
(rys. 1 i 2). Machanizm dziatania kompleksu IL-6/slL-6R lwnazany byt
z aktywacja limfocytow T oraz komoérek NK (25).

Wspomniano juz, ze IL - 7 jest rowniez czynnikiem aktirwujgcym limfocy-
ty T (26,27,28,29). Stosujagc model mysiego wibdkniakomiesaka i glejaka zaob-
serwowano wptyw IL - 7 na proliferacje komérek CD8-I- (27,28). Wyniki te
potwierdzono przy uzyciu metody selektywnej deplecji limfocytow T - CD8+.
Inna grupa badaczy wykazata w doswiadczeniach z uzyciem transfekowanej
IL - 7 linii mysiego szpiczaka udziat makrofogow i limfocytow CD4+ w odrzu-
caniu nowotworu (26).

Niektore roznice interpretacji wynikow efektow cytokin w stosowanych mo-
delach doswiadczalnych przez r6zne grupy badaczy, wynikajg prawdopodob-
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Rys. 1. Analiza wzrostu guzéw u myszy C57B1/6 x C3H szczepionych podskérnie komérkami
mysiego czerniaka (B-78) transfekowanymi genami cytokin. B-78 — komorki transfekowane
,.pustym” wektorem ekspresyjnym; 1L-6 — komérki B-78 transfekowane genem dla IL - 6;
siL - 6R — B-78 transfekowane genem dla rozpuszczalnego receptora IL-6; IL -6 r slL - 6R
— mieszanina 1:1 komdrek przygotowanych jw. LIF — B-78 transfekowane genem dla czyn-
nika hamujacego wzrost biataczek (ang. leukemia inhibitory factor); sLIF-R — B-78 trans-

fekowane rozpuszczlnym receptorem LIF.

nie z tego, ze kazdy zespot stosowat linie komérkowe wywodzace sie z od-
miennych typow nowotworow.

Z jednej strony zahamowanie wzrostu guza moze zaleze¢ od stopnia eks-
presji antygendw nowotworowych czy antygenéw MHC, z drugiej natomiast od
profilu wydzielanych endogennie cytokin. Ten ostatni czynnik ma istotne zna-
czenie poniewaz zaobserwowano produkcje wielu cytokin przez rézne typy ko-
morek nowotworowych (gtownie IL - 6, G - CSF, TGF -) (28,30). Cytokiny moga
aktywowac limfocyty T nie tylko bezposrednio, lecz réwniez na drodze wzrostu
ekspresji antygenéw MHC klasy | i Il na komérkach nowotworowych lub na
»profesjonalnych” komérkach prezentujgcych antygen. Dotyczy to réwniez tzw.
kostymulatoréw powierzchniowych (B-7,1; B - 7,2; B - 7,3) (31,32,33), kto6-
rych obecnos$c¢ jest niezbedna do peinej aktywacji limfocytow T i ktérych eks-
presja wzrasta pod wptywem INFy (34), a jest obnizana przez IL - 10 (35).
Wprowadzenie gendw czasteczek kostymulujgcych do komorek guza silnie zwieg-
kszyto ich zdolno$¢ do stymulacji swoistych limfocytow cytotoksycznych (36,37).

Podczas gdy wiele cytokin, wydzielanych lokalnie w miejscu wzrostu guza,
aktywuje mechanizmy swoiste, to produkcja innych prowadzi do stymulacji
komorek bioracych udziat w reakcjach zapalnych. Jednym z przykitadow jest
IL - 4, ktérej wpltyw na cytotoksycznos¢ eozynofili zostat potwierdzony poprzez
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Rys. 2. Analiza przezycia myszy C57B1/6 x C3H szczepionych podskérnie transfekowanymi
komorkami B - 78 (strzatka wypetniona) i doszczepianych podskdrnie komérkami B - 78 po up-
tywie 2 tygodni.

obserwacje, ze myszy pozbawione tej populacji komérek nie byly zdolne do
odrzucenia guza w odpowiedzi na IL - 4 (38). Z kolei czynnik stymulacji wzro-
stu kolonii granulocytéw (G - CSF) okazat sie zasadniczy w stymutacji aktyw-
nosci przeciwnowotworowej neutrofili (39). Réwniez szereg cytokin wydziela-
nych lokalnie powoduje nasilenie naciekania tkanki nowotworowej przez ma-
krofagi, np. I1L-2 (40), IL-4 (38), IL-7 (29), G - CSF (39), INFi (41) czy
TNFa - (42). Zwiekszony naptyw komoérek zapalnych w miejsce wzrostu guza
przyczyni¢ sie moze do zwiekszenia immunogennosci (poprzez wzrost prezen-
tacji antygenu, np. przez makrofagi i utatwiaé w ten sposéb rozpoznanie
nowotworu przez swoiste mechanizmy efektorowe. Cytokiny regulujace pro-
cesy zapalne (IL - 1, TNF-a, INF-i, IL - 4) wptywaja na ekspresje czastek ad-
hezyjnych na komoérkach endotelium (43,44). Aktywacja $rédbtonka pozwala
na ,,wychwyt” i dalszg migracje komérek zapalnych do tkanek. IL - 4, np. in-
dukuje pojawienie sie czasteczki VCAM —1 (44), dla ktérej Ugand (integryna VLA
- 4) znajduje sie na limfocytach T, B, monocytach i makrofagach. Wptyw
cytokin na endotelium poprzez oddziatywanie na jego proliferacje moze mo-
dulowaé angiogenaze w miejscu rozwoju nowotworu.

Wiele opisanych juz cytokin testowano stosujagc model doswiadczalny zbli-
zony do potencjalnej sytuacji klinicznej w celu okreslenia mozliwosci zasto-
sowania danego czynnika do opracowania przeciwnowotworowej szczepionki
komoérkowej. Strategia ta polega na podaniu zwierzetom doswiadczalnym allo-
genicznych komoérek nowotworowych w celu wywotania wzrostu guza lub ufor-
mowania przerzutdw. Nastepnie te same zwierzeta szczepione sg komorkami
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transfekowanymi genami cytokin. Efekt terapeutyczny takiego postepowania
stwierdzono stosujac szereg cytokin i linii komérkowych wyprowadzonych

z réznych nowotworéw (tab. 4).
Tabela 4
Proéby leczenia eksperymentalnie indukowanych nowotworéw
POPRZEZ ZASTOSOWANIE KOMOREK TRANSFEKOWANYCH GENAMI CYTOKIN

Cytokina Linia komorkowa Efekt terapeutyczny Literatura
11-2 rak pecherza MBT-2 zmniejszenie guza, (45)
wydtuzenie przezycia
11-4 rak nerki RENGA wydtuzenie przezycia (19)
szpiczak J558L zahamowanie wzrostu (38)
glioblastoma C6 wydtuzenie przezycia (57)
11-6 rak ptuc redukcja przerzutéw (22)
11-6/S1L-6R melanoma B - 78H]1 wydtuzenie przezyeia, (25)

redukcja przerzutow,
zahamowanie wzrostu

GM - CSF melanoma wydtuzenie przezycia (18)

4.2. Wprowdzanie genu HLA-B7 do komorek guza in situ

Innym sposobem immunoterapii genowej jest bezposrednie wprowadzenie
genu HLA - B7 do komoérek czerniaka, ktore wykazujg brak ekspresji tego
antygenu na powierzchni. Gen wprowadza sie in vivo przy uzyciu lipofekcji.
Zmodyfikowane komarki nowotworowe majg by¢ lokalnie niszczone i powinny
indukowaé swoistg odpowiedz c3d:otoksyczng. Obecnie realizowany jest jeden
protokét kliniczny oparty na tej zasadzie.

4.3. Wprowadzenie ,,gendw samobojcow” do tkanki nowotworowej
in situ i aktywacja mechanizméw samobojczych

W innej strategii zaktada sie bezposrednie wprowadzenie do komoérek no-
wotworowych in vivo genéw kodujacych toksyne, badz genow, ktérych produkt
uwrazliwia komoérki na substancje toksyczne. Jednym z tzw. genéw samobaj-
céw (ang. suicide genes) jest gen kinazy tymidynowej wirusa Herpes Simplex
(HSV - tk). Produkt tego genu fosforyluje nietoksyczny u ludzi lek przeciw-
wirusowy — homolog nukleotydu guanidynowego — acyklowir (badz gancy-
klowir), przeksztatcajagc go w forme toksyczng dla komoérek. Fosfoiylowany
analog gancyklowiru wbudowujac sie do nowo syntetyzowanego DNA hamuje
polimeraze DNA oraz blokuje replikacje prowadzac do $mierci komorki. W serii
badan przedklinicznych (46,47) stransfekowane genem HSV - tk komoérki no-
wotworowe oraz komoérki nietransfekowane wszczepiano zwierzetom laborato-
ryjnym. Nastepnie podawano dozylnie gancyklowir. W przeciwienstwie do gru-
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py kontrolnej uzyskano catkowitg regresje guzéw uformowanych przez komoérki
zawierajgce gen HSV - tk. Podobne badania byty prowadzone na modelu guzéw
mozgu u szczurdw (48). W tym doswiadczeniu fibroblasty produkujece wektor
retrowirusowy zawierajacy cDNA dla HSV - tk zostaly wprowadzone do guza
in vivo, przy uzyciu stereotaksji. Po uptywie pieciu dni (okres potrzebny na
zainfekowanie komoérek przez wirusa oraz na ekpresje genu) podano gancy-
klowir, ktory spowodowat catkowitg regresje guzéw u jedenastu na czternascie
szczuréw. Na szczeg6lng uwage zastuguje to, ze pomimo wprowadzenia genu
HSV - tk tylko do czesci komorek zdotano uzyskaé tak znaczacy efekt tera-
peutyczny. Zjawisko to ttumaczy sie tym, ze gancyklowir fosforylowany przez
komorki zainfekowane, przenika przez potaczenia miedzykomoérkowe zabijajac
pozostate, niezmodyfikowane komorki guza. Ponadto dzieki unikatowej biologii
retrowiruséw, wprowadzajgcych informacje tylko do komérek dzielgcych sie,
normalne komoérki mézgowia bedace w fazie Gq nie podlegaja infekcji. Nie sg
one réwniez wrazliwe na fosforan gancyklowiru dyfundujacy wokét poniewaz
upos$ledza on tylko komoérki, w ktérych dochodzi do replikacji DNA.

Innym genem samobdjcg jest gen kodujacy dezaminaze cytozynows. Zostat
on réwniez wykorzystany na potrzeby opisanej strategii (49). Enzym ten prze-
ksztatca nietoksyczng 5' - fluorocytozyne w toksyczng pochodnag 5' - fluoro-
uracyl. W przeciwienstwie jednak do fosforanu gancyktowim 5' - fluorouracyt
nie posiada zdolnosci do dyfundowania przez potaczenia miedzykomadrkowe,
a zatem niszczone sg tylko te komorki, do ktérych gen wprowadzono.

Ostatnim przyktadem zastosowania ,,genéw samobdjcow” w terapii genowej
nowotworéw jest uzycie genu Kkinazy tymidynowej wirusa Varicella Zoster
(VZV-tk). W obecnosci VZV - tk nietoksyczny zwia“zek arabinonukieozyd
6 - metopuiynowy (araM) zostaje przeksztatcony do monofosforanu, ktéry jest
nastepnie metabolizowany do toksycznego tréjfosforanu. Komérki watrobiaka
zainfekowane za pomoca wektora retrowirusowego zawierajacego cDNA VZV - tk
pod kontrolg promotora dla a - fetoproteiny (AFP) wykazywaly ekspresje tego
genu oraz byly wrazliwe na traktowanie (araM). Ponadto nie dochodzito do
ekspresji AFP - VZVtk w liniach komérkowych pochodzacych z innych narza-
doéw niz watroba wskazujac na wysoka swoisto$¢ tkankowag zastosowanej te-
chnologii (50).

Obecnie zatwierdzone sg 4 (facznie z naszym) protokoty kliniczne terapii
genowej guzébw moézgu oraz 1 terapii przerzutdbw czerniaka ziosliwego. Stra-
tegia polega na bezposrednim wstrlyknieciu do guza komoérek pakujgcych
(PA317) produkujacych rekombinowany retrowirus niosacy gen HSV-tk z na-
stepowym podaniem gancyklowiru.

4.4. Wprowadzenie gendw supresorowych i/lub antyonkogenow
do tkanki nowotworowej in situ

Nowotwory najprawdopodobniej powstajg wskutek szeregu zaburzen gene-
tycznych, dziedzicznych jak i nabytych, ktére akumuluja sie z czasem w Kko-
marce. Mutacje genéw, powodowaé moga ekspresje onkogendw badz inakty-
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wacje genéw supresorowych. W jednej ze strategii zaklada sie odpowiedniag
korekcje transformowanych komorek poprzez zahamowanie aktywnosci on-
kogenow lub wprowadzenie do komérek nowotworowych funkcjonalnych ho-
mologéw gendw supresorowych (51). Stusznos$¢ tych zatozen potwierdzono
eksperymentalnie na modelach zwierzecych poprzez modidikacje ekspresji on-
kogenu k-ras i genu supresorowego p53 w przypadku raka ptuc (52). Jeden
protokét kliniczny tego typu jest obecnie realizowany.

4.5. Uzycie gendw opornosci wielolekowej (MDR)
w celu ochrony komorek szpiku w trakcie chemioterapii

Chemioterapia jest obecnie jedng z podstawowych metod leczenia nowo-
tworéw. Jednakze stosowanie wysokich dawek poszczeg6lnych lekéw jest
ograniczone ze wzgledu na znaczng toksycznos$¢, zwiaszcza w odniesieniu do
komoérek szpiku. W jednej z koncepcji zaktada sie wprowadzenie genéw MDR
do komorek prekursorowych szpiku w cetu ich ochrony przy zastosowaniu
wysokich dawek chemioterapeutykéw. Wykazano, ze komorki transdukowane
przy uzyciu wektora retrowirusowego sg bardziej oporne na dziatanie wielu
lekébw. Réwniez myszy, ktorym wprowadzono zmodyfikowane komaorki byty
mniej wrazliwe na dziatanie tych samych $rodkéw. Obecnie realizowane sg
3 protokoty ktiniczne tego typu terapii u chorych na raka sutka, jajnika oraz
u chorych z zaawansowanym procesem nowotworowym.

5. Podsumowanie

w ciggu ostatnich kilku lat rozwdj inzynierii genetycznej i doktadne zro-
zumienie mechanizméw wielu dotychczas nieuleczalnych choréb spowodowat
burzliwy rozwd] terapii genowej. Choroba nowotworowa zwiaszcza w ostatnim
stadium rozwoju jest jedng z najczestszych przyczyn zgonéw we wspoétczes-
nym S$wiecie. Nic dziwnego zatem, ze naukowcy zdecydowali sie na spozyt-
kowanie tej nowej technologii do walki z rakiem.

Pomimo wielu technicznych, jak i etycznych probleméw szereg klinicznych
protokotéw zostato zaakceptowanych i wprowadzonych juz w zycie (tab. 5).
Opieraja sie one na transferze genéw do limfocytéw jak i do komérek nowo-
tworowych. Pierwsze proby przyniosty ekscytujgce wyniki; w wielu przypad-
kach aplikacja genetycznie zmodyfikowanych komoérek spowodowata cofniecie
sie zaawansowanych przerzutow nowotworowych i catkowite wyleczenie cho-
rych. Jednak na ostateczng ocene tej terapii bedziemy musieli jeszcze zaczekac.

Zamierzeniem naszym podczas pisania tej pracy przegladowej byto podsu-
mowanie obecnych koncepcji eksperymentainych o najwiekszym znaczeniu
dla terapii genowej nowotworow u ludzi. Wiele innych metod transferu genéw
(wektory adenowlrusowe, adeno-associated i in.) i rozne rodzaje tkanek czy
komorek sg i bedg obiektem obecnych i przysztych badan. Mimo wszystko
ciggle jeszcze nasza wiedza dotyczaca biologii komorki, kontroli jej proliferacji
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czy ekspresji genu jest w wielu wypadkach niewystarczajgca. Entuzjazm ota-
czajacy proby terapii genowej powinien skierowaé nasze wysitki na wszystkie
istotne obszary badan.

Terapia genowa nowotwordw

Tabela 5

Proby kliniczne terapii genowej nowotworow

noSv?)Ctj\fvacj)ru Czynnik wﬁ(fr\wﬂg\]/?//ca Strategia

melanoma 11-2 S. A. Rosenberg autologiczne limfocyty Tc

melanoma TNF-<x S. A. Rosenberg autologiczne limfocyty Tc

melanoma 11-2 B. Gansbacher naswietlone allogeniczne limfocyty Tc

rak nerki 11-2 B. Gansbacher jw.

melanoma 11-4 M. T. Lotze naswietlone autologiczne fibroblasty
i naswietlone autologiczne limfocyty
Tc

neuroblastoma 11-2 M. K. Brener autologiczne limfocyty Tc

glioma HSVtk E. Oldfield

rak ptuc k-ras p53 J. A. Roth antysensowe cDNA

glioma HSVtk K. Culver

rak nerki GM-CSF J. Simons naswietlone autologiczne limfocyty Tc

melanoma INF-x H. F. Siegler naswietlone autologiczne limfocyty Tc

melanoma HLA-B7 G. J. Nabel allogeniczne HLA

astrocytoma HSVtk C. Raffel transdukcja in vivo

rak piersi MDR C. Hesdorffer transdukcja komérek szpiku

glioblastoma 11-2 R. E. Sobol naswietlone autologiczne limfocyty
Tc lub fibroblasty

rak ptuc 11-2 P. A. Cassileth naswietlone autologiczne limfocyty Tc

rak piersi MDR J. O'Shaughnessy transdukcja komdrek szpiku

melanoma 11-2 T. K. DasGupta naswietlone allogeniczne limfocyty
Tc HLA-A2

melanoma 11-2 J. S. Economou naswietlone allogeniczne limfocyty T
lub naswietlone autologiczne
limfocyty Tc

melanoma 11-2 S. Osanto naswietlone allogeniczne limfocyty Tc

melanoma i1 -6/sll -6R A. Mackiewicz mieszanina naswietlonych

Praca finansowana byta
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autologicznych i naswietlonych
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Sumary

Progress in genetic engineering has lead to the development of efficient methods of transfer
and expression of genes in eucariotic cells.

This technology has been employed to kill cancer cells. Five major strategies of cancer gene
therapy have been proposed and are currently verified in clinical trials. They include: (1) genetic
cellular vaccines, (2) suicide genes, (3) multidrug resistance genes, (4) HLA genes transfer into
cancer cells, and (5) repair of defective suppressor genes and/or removal of activated oncogene.
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