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GENY A RAK

Wyniki badan molekularnych wskazujg na scisty zwigzek mechanizmow
procesu nowotworowego z zaburzeniami genetycznymi. Czy przyczyna raka tkwi
w genach? Aktualna koncepcja rozwoju nowotworu zaktada akumulacje zabu-
rzen réznych genéw, a zwtaszcza onkogendéw i gendw przeciwnowotworowych,
prowadzaca w efekcie do klonalnej proliferacji, nie kontrolowanej przez mecha-
nizmy homeostazy ustrojowej.

Olbrzymi postep w zakresie zrozumienia genetyczno-molekularnych podstaw
choréb nowotworowych stwarza catkowicie nowe mozliwosci zapobiegania
i leczenia nowotworow (G utierrez i wspotaut. 1992). Poczatkowo wydawato sie,
Ze terapia genowa, polegajgca na osiggnieciu efektu leczniczego poprzez wpro-
wadzenie do komorki genu prawidtowego w miejsce zmutowanego lub brakuja-
cego, bedzie mogta by¢ stosowana gtéwnie w chorobach genetycznych (Fried-
mann 1989, Kohn i wspoétaut. 1989). Bardzo szybko okazato sie jednak, ze
technologia transferu genu moze by¢ pomocnaw leczeniu nowotworéw (C ulliton
1990). Nalezy przypuszczaé, ze w niedalekiej przysziosci coraz precyzyjniej
bedzie mozna korygowaé zaburzenia genetyczne wystepujace w schorzeniach
nowotworowych. Ponadto wczesne wykrycie genetycznej predyspozycji do nowo-
tworzenia umozliwi podjecie dziatarn zapobiegawczych poprzez, na przykiad,
unikanie ekspozycji na czynniki genotoksyczne, niepalenie papieroséw, zasto-
sowanie szczepionek przeciwrakowych. Precyzyjna molekularno-genetyczna
diagnostyka juz obecnie pozwala na opracowywanie eksperymentalnych modeli
zapobiegania i leczenia choréb nowotworowych (Karp i Broder 1994).

Od pierwszej klinicznej proby terapii genowej ciezkiego ztozonego niedoboru
odpornosci mineto zaledwie 5 lat. Liczba prowadzonych aktualnie préb klinicz-
nych terapii genowej nowotworéw przewyzsza tgczng liczbe zatwierdzonych
protokotéw leczenia chordb genetycznych i zakaznych, w tym AIDS. Wydaje sie,
ze w najblizszych latach nastapi wrecz eksplozja préb terapii genowej nowotwo-
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row, a za lat kilkadziesigt technologia transferu genu moze catkowicie zdomi-
nowac inne formy leczenia nowotwordw.

STRATEGIA TERAPII GENOWEJ NOWOTWOROW

Mozliwosci zastosowania terapii genowej nowotworow zmierzajg w Kilku
zasadniczych kierunkach:

1 Zwiekszanie immunogennosci komérek nowotworowych, na przykiad,
przez transfer genu kodujgcego immunogenny antygen.

2. Wzmacnianie aktywnosci przeciwnowotworowej limfocytow cytotoksycz-
nych przez wprowadzenie gendéw cytokin.

3. Transfer do komoérek nowotworowych genéw tak zwanych samobéjcéw
aktywujacych leki.

4. Hamowanie ekspresji onkogenéw przez transfer sekwencji antysensow-
nych.

5. Wprowadzanie prawidlowych genéw przeciwnowotworowych w miejsce
zmutowanych.

6. Transfer genow toksyn pod kontrolg promotoréw specyficznych dla danego
nowotwor.u

7. Ochrona komoérek macierzystych przed agresywna chemioterapia przez
wprowadzanie genéw wielolekowej opornosci.

GENETYCZNE ZNAKOWANIE

Wstepem do zastosowania technologii transferu genu w eksperymentalnych
probach leczenia nowotworéw byto tak zwane genetyczne znakowanie, polega-
jace na wprowadzeniu genu opornosci na neomycyne do limfocytow naciekaja-
cych guz — TIL (tumor infiltrating lymphocytes). Celem tych badan byto wyka-
zanie, ze cytotoksyczne komorki (TIL) pobrane od chorego, namnozone w hodowli
in vitro w obecnosci interleukiny 2 (IL-2) i podane z powrotem do organizmu
gromadzg sie na obrzezach tkanki nowotworowej doprowadzajac do jej niszcze-
nia. Wykazanie skutecznosci dziatania namnozonych in vitro komérek TIL
zapoczatkowato wprowadzanie do TIL genéw mogacych mieé dziatanie terapeu-
tyczne w wybranych nowotworach (M ulligan 1993). Znakowanie genetyczne jest
obecnie wykorzystywane dla oceny skutecznosci autologicznego przeszczepu
szpiku u dzieci w ostrej biataczce szpikowej, ostrej biataczce limfoblastycznej,
przewlekiej biataczce szpikowej i w zwojaku zarodkowym.

GENY STOSOWANE W TERAPII NOWOTWOROW

Transfer genu do komérki docelowej i uzyskanie jego ekspresji stanowi
podstawowy element terapii genowej (Miller 1992). W dotychczas podejmowa-
nych prébach klinicznych oraz w eksperymentach na zwierzetach wykorzystuje
sie w terapii genowej nowotworéw nastepujace geny:

1 Immunomodulujgce.
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2. Aktywujace leki tak zwane geny samobojcy.

3. Blokujace ekspresje okreslonych genéw — sekwencje antysensowne.

4. Onkogeny i geny przeciwnowotworowe.

5. Toksyn.

6. Ochronne.

Geny mozna wprowadzaé¢ do komoérki réznymi metodami fizykochemicznymi
i biologicznymi (Ostrove 1994). W terapii genowej nowotworéw najwieksze
zastosowanie znajdujg wektory retrowirusowe i adenowirusowe. Probuje sie
réwniez wprowadzacé terapeutyczne geny za pomocg liposoméw (Culver i Blease
1994). Schemat uzyskiwania wektora retrowirusowego przedstawiono na ryc. 1

Ryc. 1. Schemat uzyskiwania wektora retrowirusowego. W miejsce genéw strukturo-
wych gag, poi, env wirusa typu dzikiego jest wprowadzony gen opornosci na neomycy-
ne NeoR (a) lub gen czynnika martwicy guza TNF (b).

W pewnym uproszczeniu mozna powiedzieé¢, ze konstrukcja wektora retrowiru-
sowego polega na usunieciu z wirusa typu dzikiego wszystkich genéw struktu-
ralnych i wprowadzeniu na ich miejsce genu terapeutycznego (Huber iwspotaut.
1991). W celu wyprodukowania kompletnej czasteczki wektora retrowirusowego
jest konieczne uzycie tak zwanych komérek pakujacych, produkujacych puste
otoczki wirusowe. Komorki pakujace zawierajg wszystkie geny konieczne do
syntezy biatek wirusowych, z wyjatkiem sekwencji psi i produkuja otoczki wirusa
bez RNA. Brak sekwencji psi uniemozliwia upakowanie RNAw otoczce biatkowej.
Po wprowadzeniu do komoérek pakujacych wektora retrowirusowego dochodzi
do utworzenia petnych czgsteczek wirionu, posiadajgcych zdolnos¢ do zakazania
komorek docelowych bez mozliwosci namnazania. Taka czasteczka jest zdolna
do jednokrotnego zakazenia komérki docelowej, bez zdolnosci do dalszej repli-

kacji ze wzgledu na brak genéw wirusowych (Laneuville 1988).

15 — Kosmos
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TRANSFER GENU EX VIVO | IN VIVO

Wektory rekombinacyjne uzywane w celu wprowadzania terapeutycznego
genu do réznych komorek moga by¢ zastosowane w dwojaki sposéb. Pierwszy
— transfer genu ex vivo obejmuje pobranie od chorego komérek docelowych,
wprowadzenie in vitro — czyli ex vivo — terapeutycznego genu i transplantacja
tak zmodyfikowanych komdrek z powrotem do organizmu chorego. Drugi,
trudniejszy transfer genu in vivo polega nawprowadzeniu terapeutycznego genu
bezposrednio do komadrek (tkanki) chorego, bez pobierania komdérek docelowych.
W przypadku transferu in vivo zasadniczym ograniczeniem jest zastosowanie
wektora, ktory swoiscie przenosi gen terapeutyczny do komoérek docelowych
z duza wydajnoscia.

KOMORKI DOCELOWE W TERAPII GENOWEJ NOWOTWOROW

Rodzaj komorek, do ktorych jest wprowadzany gen majacy dziatanie leczni-
cze, jest uzalezniony od rodzaju schorzenia (Anderson 1992). W przypadku
terapii genowej nowotwordéw transferu genu mozna dokonywa¢ do komorek
nowotworowych, limfocytow, fibroblastéw i komérek macierzystych szpiku ko-
stnego (Culver iwspotaut. 1994). Gtéwnym celem w terapii genowej nowotworow
jest doprowadzenie do catkowitego zniszczenia komoérek nowotworowych po-
przez transfer odpowiednich genéw. Optymalnym rozwigzaniem bylaby genety-
czna modyfikacja komorki nowotworowej prowadzaca do jej szybkiego zniszcze-
nia. Zasadnicza grupa komérek w terapii genowej nowotworéw sa limfocyty,
ktére poprzez transfer genu stajg sie bardziej toksyczne lub indukujg inne
komorki do wywierania efektu cytotoksycznego na tkanke nowotworowg. Gene-
tycznie zmodyfikowane fibroblasty moga réwniez produkowac czynniki toksycz-
ne i immunomodulujgce lub indukowa¢ odpowiedz przeciwnowotworowsg. Ostat-
nig grupe stanowig komorki macierzyste szpiku, do ktérych wprowadzone geny
opornosci wielolekowej chronig przed agresywng chemioterapig.

ZWIEKSZANIE IMMUNOGENNOSCI KOMOREK NOWOTWOROWYCH

W eksperymentalnym leczeniu nowotwordw od wielu lat podejmowano préby
zwiekszania immunogennosci komdérek nowotworowych. Préby te obejmowaty
hybrydyzacje komérek nowotworowych z prawidtowymi, dziatanie na komorki
nowotworowe wirusami lub zwigzkami zmieniajacymi powierzchniowe antygeny
(na przyktad mutagenami). W celu zwiekszania immunogennosci komérek no-
wotworowych probowano stosowac interferon gamma indukujgcy wzrost eks-
presji antygenow zgodnosci tkankowej. Wszystkie te zamierzenia miaty prowa-
dzi¢ do zwiekszonej aktywnosci przeciwnowotworowej poprzez indukcje cytoto-
ksycznychi wspomagajacych limfocytowT, komorek naturalnej (spontanicznej)
cytotoksycznosci — NK (natural killers), makrofagéw i przeciwciat.
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ANTYGENY NOWOTWOROWE JAKO CEL ATAKU TERAPII GENOWEJ

Rozwdéj badart nad antygenami nowotworowymi pozwolit na lepsze zrozumie-
nie mechanizmoéw odpornosci przeciwnowotworowej. Odkrycie antygendw spe-
cyficznych dla czerniaka, takich jak MAGE 1,2 i 3, MART 1, gplOO umozliwia
podjecie préb majacych na celu indukcje swoistej odpowiedzi przeciwnowotwo-
rowej iwykorzystaniejej w terapii (Pardol 1994). Oprécz stosunkowo nielicznych
swoistych antygenodw istnieje bardzo wiele antygenow wystepujacych na komor-
kach nowotworowych, przeciwko ktorym jest mozliwe uzyskanie efektywnej
odpowiedzi immunologicznej. Przykiady antygendw indukujacych swoistg
odpowiedZz immunologiczna, mogaca doprowadzi¢ w efekcie do zniszczenia
nowotworu, zestawiono w tabeli 1

Tabela 1

Antygeny wystepujace na komérkach nowotworowych mogace
znalez¢ praktyczne zastosowanie w immunoterapii

Rodzaj antygenu Nowotwor

Produkty podwyzszonej ekspresji rakijajnikéw, piersi i ptuca
genu HER 1/Neu
Biatka fuzyjne jako wynik przewlekta biataczka szpikowa,

translokacji chromosomoéw, na ostra biataczka limfoblastyczna
przyktad bcr-abi

Produkty punktowo zmutowanych gruczolakoraki trzustki, jelita
genow N-ras

Biatka prawidtowych genéw o ekto- guzy trzustki
powej ekspresji, na przykiad
antygen karcynoembrionalny

Nieprawidtowo glikozylowane rakijajnikéw, piersi, trzustki
powierzchniowe biatka, na
przyktad Mucl

Produkty gendéw wirusowych, na rak szyjki macicy
przykfad E7 HPV

GENY ZGODNOSCI TKANKOWEJ W IMMUNOTERAPII NOWOTWOROW

Bardzo waznymi czynnikami zwiekszajgcymi immunogennos¢ komérek no-
wotworowych sg antygeny zgodnosci tkankowej — MHC (major histocompatibi-
lity complex). Z reguty limfocyty T wspomagajace (helper — CD4+) rozpoznaja
antygen nowotworowy tgcznie z produktami genéw zgodnosci tkankowej klasy
Il, prezentowanymi przez makrofagi czyli komorki prezentujace antygen. Zakty-
wowane limfocyty T wspomagajace CD4+ produkujg cytokiny stymulujace cyto-
toksycznosé limfocytow T (CD8+). Z kolei cytotoksyczne limfocyty T w celu
aktywacji oprocz limfokin musza rozpoznawa¢ antygeny komoérek nowotworo-
wych tacznie z produktami gendéw zgodnosci tkankowej klasy | (MHC 1).

Wiadomo byto od dawna, ze wzrost ekspresji antygenow zgodnosci tkankowej
klasy | wzmaga zdolnos¢ do lizy komorek nowotworowych przez cytotoksyczne
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limfocyty- T. Badania wykonane na zwierzetach doswiadczalnych wykazaty, ze
transfer genéw MHCI1 powodowat obnizenie tumorogennosci komdérek nowotwo-
rowych oraz ich zdolnosci do tworzenia przerzutéw. Obserwacje te ttumaczono
efektywnym niszczeniem komoérek guza przez cytotoksyczne limfocyty T rozpo-
znajgce antygeny nowotworowe, tgcznie z produktami genéw MHC |. Niestety,
nie we wszystkich uktadach doswiadczalnych udato sie potwierdzi¢ scistg zalez-
nos¢ pomiedzy poziomem ekspresji antygendw MHC | a tumorogennosciag
i zdolnoscia do tworzenia przerzutéw. Co wiecej, zwiekszona ekspresja antyge-
néw MHC | na komorkach uzywanych w szczepionkach przeciwrakowych nie
zawsze powodowata potencjalizacje odpornosci przeciwnowotworowe;j.

Ekspresja antygenéw MHC Il nawiekszosci komdérek nowotworowych pocho-
dzenia nabtonkowego moze by¢ indukowana przez dziatanie interferonu gamma.
Dzieki temu komorki rakowe mogg funkcjonowaé jako prezentujgce antygen
(antygen nowotworowy tacznie z MHC I1) limfocytom T wspomagajacym (helper).
Jednakze z uwagi na brak na komoérkach rakowych molekut B7 nie moga one
efektywnie stymulowacé limfocytéw T helper. Co wiecej, brak czasteczek B7 moze
prowadzi¢ do anergii limfocytéw T i tak zwanej ucieczki immunologicznej.
Réwnoczesne zastosowanie transferu genu dla B7 i indukcji antygenow MHC I
stwarza duze szanse na uzyskanie szczepionki przeciwrakowej skutecznie sty-
mulujgcej powstawanie swoistych cytotoksycznych limfocytéw T (Sikora 1994).
Molekuty B7 wystepuja na aktywowanych antygenem komorkach prezentuja-
cych antygen takich jak makrofagi, komérki dendiytyczne i limfocyty B. Mole-
kuty B7 stanowig ligandy dla dwdch receptoréw limfocytéw T — CD28 i CTLA4.
Schemat komérkowych interakcji prowadzacych do wytworzenia odpornosci
przeciwnowotworowej przedstawiono na rycinie 2.

Aktualnie sg prowadzone badania majgce na celu transfer do komoérek
nowotworowych sztucznie utworzonych genéw kodujacych hybrydowe czgstecz-
ki ztozone z MHC 1 i ll, ktérych produkty po zwiazaniu antygenu nowotworowego
moglyby skutecznie stymulowaé powstawanie swoistych limfocytéw T wspoma-
gajacych i cytotoksycznych.

ZWIEKSZANIE ODPORNOSCI PRZECIWNOWOTWOROWEJ POPRZEZ TRANSFER
GENOW CYTOKIN

Transfer gendéw cytokin i ich receptoréw ma na celu potencjalizacje odpo-
wiedzi immunologicznej miejscowej i uktadowej. Dzieki wytwarzaniu przez gene-
tycznie zmodyfikowane komarki nowotworowe duzych ilosci cytokin dochodzi do
wzmocnienia lokalnej odpowiedzi immunologicznej. Cytokiny moga stymulowac
cytotoksyczne i wspomagajace limfocyty T, komoérki NK (natural Killers), makro-
fagi i eozynofile. Cytokiny produkowane przez komorki nowotworowe powodujag
rowniez wystgpienie miejscowej reakcji zapalnej, mogacej przyczyni¢ sie do
niszczenia tkanki rakowej mechanizmami odpornosci nieswoistej. Niektore cy-
tokiny, jak na przykiad czynnik martwicy guza — TNF (tumor necrosis factor),
dziatajg bezposrednio niszczaco na komoérki nowotworowe. W tabeli 2 zestawiono
wyniki transferu genéw réznych cytokin na komoérki nowotworowe.W badaniach
na zwierzetach uzyskano szereg obiecujacych wynikéw wskazujgcych na mozli-
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wos$¢ skutecznego niszczenia komorek nowotworowych poprzez potencjalizacje
uktadowej lub miejscowej odpowiedzi immunologicznej. Na podstawie przepro-
wadzonych proéb klinicznych wydaje sie, ze w najblizszych latach bedzie mozna
wykorzysta¢ immunoterapie komoérkowg gtdwnie do niszczenia minimalnych
ilosci komoérek nowotworowych (MRD — minimal residual disease) pozostatych

po chemioterapii.
Tabela 2
Efekt transferu genéw cytokin do komérek nowotworowych

Cytokina Efekt in vivo

IL-2 regresja guza, stymulacja miejscowej i uktadowej odpowiedzi
immunologicznej — cytotoksyczne limfocyty T i komérki NK

IL-4 regresja guza, masywne nacieki makrofagéw i eozynofiléw, potencjalizacja
prezentacji antygenéw nowotworowych, stymulacja uktadowej odpowiedzi
immunologicznej — cytotoksyczne i wspomagajace limfocyty T

INF 7 wzrost ekspresji antygenéw MHCI i Il, czesto regresja guza wskutek indukcji
uktadowej odpowiedzi immunologicznej
TNF spowolnienie wzrostu guza poprzez bezposredni efekt toksyczny i aktywacje
makrofagow
IL-7 aktywacja makrofagéw, indukcja uktadowel odpowiedzi immunologicznej
GM-CSF stymulacja uktadowej i lokalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej poprzez
indukcje réznicowania komoérek prekursorowych
MCPI aktywacja nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej, nacieki z makrofagéw
G-CSF aktywacja nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej, nacieki z makrofagéw
Objasnienia skrétéw: IL-2 — interleukina 2, IL-4 — interleukina 4, INF 7 — interferon gamma, TNF — czynnik martwicy
guza, IL-7 — interleukina 7, GM -CSF— czynnik wzrostu kolonii granulocytéw i makrofagéw, MCPI — biatko chemoatrakcji

monocytéw, G-CSF — czynnik wzrostu kolonii granulocytéw

SZCZEPIONKI PRZECIWRAKOWE

Koncepcja wytworzenia szczepionki przeciwrakowej wywodzi sie ze skutecz-
nych i stosowanych na szeroka skale szczepien ochronnych przeciwko chorobom
wirusowym (na przykiad polio, odra, wirusowe zapalenie watroby, rézyczka,
a ostatnio nawet grypa). W przypadku szczepionek przeciwwirusowych
odpowiedz immunologicznajest indukowana przeciwko prostym ijednoczesnie
immunogennym antygenom wirusowym. W przeciwienstwie do powszechnie
stosowanych szczepienh ochronnych, aktualnie szczepionki przeciwrakowe sg
stosowane nie przed, ale po rozwinieciu sie procesu nowotworowego, co niestety
nie daje w petni zadowalajacych wynikéw (Pardol 1993). Na marginesie warto
zauwazy¢, ze z uwagi na bardzo duzg réznorodnos¢ antygenéw komaorek nowo-
tworowych wszelkie koncepcje uniwersalnej szczepionki rakowej sg po prostu
niemozliwe, podobnie jak wytworzenie jednej szczepionki na wszystkie choroby
zakazne. Uzyskiwanie szczepionek przeciwrakowych opiera sie na dwéch zasad-
niczych strategiach. Pierwsza wykorzystuje komérki nowotworowe genetycznie
zmodyfikowane. Druga strategia opiera sie na uzyskiwaniu szczepionek przeciw-
ko Scisle zdefiniowanym antygenom nowotworowym (Pardol 1993). Z reguty
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w celu uzyskania szczepionki przeciwrakowej wykorzystuje sie komorki pobrane
od chorego. W niektorych przypadkach, jak na przyktad w czerniaku ztosliwym
probuje sie stosowa¢ komorki ustalonej linii czerniaka wykazujgce wysoka
ekspresje antygenéw HLA-A1l. Teoretycznie wszystkie antygeny zestawione
w tabeli 2 moga stuzy¢ wzmochieniu odpornosci przeciwnowotworowej. Jednak-
ze ich praktyczne wykorzystanie i skutecznosc jest jak dotad niewielkie, miedzy
innymi ze wzgledu na podawanie szczepionek pacjentom z zaawansowang
chorobg nowotworowsg, czesto u ktérych stosowano uprzednio chemioterapie,
ktdra oddziatywuje supresyjnie na uktad odpornosciowy. Podejmowane sag préby
kliniczne z zastosowaniem jako szczepionki przeciwrakowej naswietlanych ko-
morek nowotworowych modyfikowanych réznymi genami przede wszystkim
cytokin i MHC. Naswietlane komoérki z wprowadzonym genem na przykiad dla
INF lub IL-2 zachowujg in vivo zdolnos¢ do wytwarzania cytokin nawet przez
kilkanascie dni. Mozna przypuszczaC, ze podawanie chorym ich wlasnych
komorek nowotworowych modyfikowanych genetycznie i naswietlanych bedzie
przedmiotem coraz liczniejszych préb klinicznych. Oprécz wyzej wspomnianych
cytokin sg podejmowane réwniez badania nad zastosowaniem genéw dla IL-4,
11-6, 11-7, 1L-12.

Wieksza nadzieje stwarzajg rekombinacyjne szczepionki, ktére posiadajg
sekwencje kodujace swoiste antygeny nowotworowe. Tym samym odpada konie-
czno$¢ izolacji komoérek nowotworowych od poszczegélnych chorych. Wydaje sie,
ze w przysztosci mozna bedzie zastosowac¢ rekombinacyjne szczepionki jeszcze
przed pierwszymi objawami choroby nowotworowej. Dotyczy to szczegdlnie
wystepujgcego endemicznie raka szyjki macicy, przyczynowo zwigzanego
z zakazeniem wirusem brodawczaka (papilloma virus subtyp 16). Skutecznos¢
tego typu szczepionki wykazano w doswiadczeniach na zwierzetach.

TRANSFER DO KOMOREK NOWOTWOROWYCH GENOW AKTYWUJACYCH LEKI
TAK ZWANYCH SAMOBOJCOW

Atrakcyjnym podejsciem terapeutycznym jest zastosowanie gendéw aktywu-
jacych nietoksyczne zwigzki w leki skutecznie niszczace komorki nowotworowe.
Metoda ta polega na ,uwrazliwieniu” komoérek nowotworowych na substancije
nietoksyczne dla prawidtowych komoérek (Moolten 1994). Najczesciej wprowa-
dza sie in sita gen kinazy tymidynowej wirusa opiyszczki za pomocg odpowied-
niego wektora. Produkt tego genu powoduje konwersje nietoksycznego gancyc-
loviru w Srodek hamujacy replikacje DNA, czyli dziatajgcy cytotoksycznie. Innym
genem samobdjca jest gen deaminazy cytozynowej, zmieniajacy nietoksycznag
5-fluorocytozyne w aktywny lek 5-fluorouracyl (Sikora 1994). Geny samobdjcy
aktywujace leki dziatajg pod kontrola promotoréw genéw ulegajacych preferen-
cyjnej ekspresji w komoérkach nowotworowych (tabela 3). Dzieki temu wektory
moga zakazac rowniez komorki prawidtowe, jednakze ekspresja genéw samobdj-
cow zachodzi wytgcznie w komorkach nowotworowych. Transfer genéw uwrazli-
wiajgcych komdrki na gancyclovir zastosowano u kilkudziesieciu chorych
z guzami mozgu i rakiemjajnika. W guzach moézgu (glejakéw), w ktorych zawiodto
standardowe leczenie, obserwowano u wiekszosci chorych zadowalajgce efekty,
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w zadnym jednak przypadku nie uzyskano catkowitego wyleczenia. Na modelu
myszy bezgrasiczych stwierdzono catkowitg regresje wielu ludzkich guzéw litych
bez objawéw ubocznych. Wydaje sie, ze transferem genu kinazy tymidynowej
bedzie mozna podejmowac préby leczenia w pierwotnym raku watroby, rakach
jelita grubego, jajnika i pecherza moczowego oraz w czerniaku ztosliwym, jak
rowniez w przerzutach do watroby, optucnej i otrzewnej.

Tabela 3
Przyktady genéw ulegajacych selektywnej ekspresji w komaorkach
nowotworowych
Gen Nowotwor
Antygen karcynoembrionalny rak jelita grubego
Alfa- fetoprotelna rak pierwotny watroby

Antygen specyficzny dla prostaty  rak prostaty

Amylaza rak trzustki
Kalcytonina rak rdzeniasty tarczycy
Tyrozynaza czerniak ztosliwy
Wilina rak zotadka

c-erbB2, c-erbB3 rak piersi

c-erbB4 rak piersi, rak zotadka

Przy stosowaniu genéw samobdjcéw zaobserwowano efekt ,bystander”, kli-
nicznie bardzo pozadany, polegajacy na ,uczuleniu” na gancyclovir komoérek
sasiadujacymi z tymi, do ktorych zostat wprowadzony gen kinazy tymidynowej
wirusa opryszczki. Wykazano, ze dla osiagniecia efektu ,bystander” jest konie-
czny bezposredni kontakt miedzy komoérkami.

Istnieje mozliwos¢ profilaktycznego zastosowania transferu genéw samobgj-
cow takze w stanach przedrakowych. Geny samobdjcy moga by¢ rowniez wyko-
rzystane jako dodatkowe zabezpieczenie komoérek, do ktérych sg wprowadzane
inne lecznicze geny w ramach terapii genowej réznych schorzen. Komoérki te
moglyby by¢ niszczone po osiggnieciu zamierzonego efektu terapeutycznego.

HAMOWANIE EKSPRESJI ONKOGENOW PRZEZ TRANSFER SEKWENCJI
ANTYSENSOWNYCH

Duze nadzieje wigze sie z zastosowaniem sekwencji antysensownych DNA
lub RNA, ktére moga wytgczac¢ ekspresje niepozadanych gendéw i tym samym
hamowac rozwoj procesu nowotworowego. W licznych doswiadczeniach in vitro
obserwowano zmiane fenotypu nowotworowego na prawidtowy w komérkach, do
ktérych wprowadzono komplementarne mRNA (antysens) do mRNA odpowied-
niego onkogenu. Sekwencje antysensowne mogg blokowa¢ produkcje biatek
zmutowanych onkogenéw. Sekwencje antysensowne K-ras zastosowano juz
w raku niedrobnokomdrkowym ptuca oraz w guzach mézgu. Istnieje rowniez
mozliwos¢ zastosowania tego samego leczenia w rakach trzustki, w ktérych
w 75% obserwuje sie mutacje c-ras (Sikora 1994). Zasadniczym problemem
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stosowania sekwencji antysensownych jest ich wprowadzenie do wszystkich
komoérek guza gwarantujace skuteczng terapie.

WPROWADZANIE PRAWIDLOWYCH GENOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH
W MIEJSCE ZMUTOWANYCH

Aktualna koncepcja rozwoju procesu nowotworowego zaktada miedzy innymi
zaburzenie relacji pomiedzy onkogenami i genami przeciwnowotworowymi. Uwa-
Za sie wrecz, ze rak to choroba cyklu komérkowego, w ktérym zasadnicza role
odgrywa szereg gendéw, w tym najbardziej poznany gen p53. Gen ten oproécz
niewatpliwego udziatu w regulacji cyklu zyciowego komoérki jest zaangazowany
w indukcje programowej smierci komaorki. Niezwykle atrakcyjnym wydaje sie by¢
podejscie majace na celu wigczanie w komdérkach nowotworowych genéw pro-
gramowej Smierci, co mogtoby stanowi¢ rzeczywisty przetom w terapii genowej
nowotworéw. W ostrych biataczkach limfoblastycznych typu T stwierdzono, ze
mutacja genu p53 wywotana stosowang chemioterapig koreluje z wiekszym
rozsiewem procesu chorobowego we wznowie biataczki. Transdukacja komérek
nowotworowych genem p53 typu dzikiego prowadzi do zahamowania potencjatu
przerzutowego blastéw biataczkowych. Istnieje mozliwos¢ wprowadzania do
komorki za pomoca odpowiednio skonstruowanych wektoréw wiekszej liczby
kopii genu p53. W hodowlach in vitro udato sie uzyska¢ zmiane fenotypu
nowotworowego komorek poprzez wprowadzenie innych gendw przeciwno-
wotworowych takich jak Rb-1 (retinoblastoma) i DCC (deleted in colon cancer)
(Culver iBlease 1994, G Utierrez i wspétaut. 1992). Podobniejak w przypadku
stosowania sekwencji antysensownych powaznym problemem jest wprowadze-
nie prawidtowych genoéw przeciwnowotworowych do wszystkich komorek.

TRANSFER GENOW TOKSYN

Inng mozliwoscia niszczenia komoérek nowotworowych jest transfer genéw
toksyn pod kontrola promotoréw specyficznych dla danego nowotworu. Produ-
kcje toksyny, na przyktad btoniczej, mozna indukowac za pomocag promotoréw
genow ulegajacych ekspresji wytgcznie w komérkach nowotworowych, co moze
znalez¢ zastosowanie w eksperymentalnych prébach terapii nowotworéw (Cul-
ver i Blease 1994).

OCHRONA KOMOREK MACIERZYSTYCH PRZED AGRESYWNA CHEMIOTERAPIA
PRZEZ WPROWADZANIE GENOW WIELOLEKOWEJ OPORNOSCI

W eksperymentalnym leczeniu nowotworéw prébuje sie ochrania¢ prawid-
towe komorki przed wysoka toksycznoscig chemioterapeutykéw. Ochrona ko-
morek macierzystych szpiku poprzez transfer genu wielolekowej opornosci
pozwala na stosowanie bardzo wysokich dawek cytostatykéw skutecznie nisz-
czgcych komorki nowotworowe. Klasycznym genem wywotujgcym opornosé na
metotreksat jest gen reduktazy dihydrofolianowej. Zastosowanie genéw ochra-
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niajacych prawidtowe komorki jest jak dotad ograniczone do komdrek szpiku.
Transfer genu wielolekowej opornosci do komoérek macierzystych CD34+ umo-
zliwia rekonstrukcje szpiku kostnego. Nalezy dodaé, ze w niektorych przypad-
kach wprowadzenie, po zastosowanej chemioterapii prawidtowych, transduko-
wanych komérek CD34+ prowadzito do wznowy procesu chorobowego, co suge-
ruje istnienie pierwotnego defektu w pozornie ,prawidtowych” komdrkach
CD34+.

PRZYSZtOSC TERAPII GENOWEJ NOWOTWOROW

Nalezy sadzi¢, ze w najblizszych latach dojdzie do wrecz ekspotencjalnego
wzrostu liczby préb klinicznych terapii genowej nowotworéw. Badania kliniczne
beda zmierza¢ zaréwno do leczenia wysoce zaawansowanego nowotworu, zapo-
biegania przerzutom, jak i niszczenia opornych na konwencjonalng terapie
komadrek rakowych, tojest resztkowych (w eatherall 1991). Podejmowane préoby
kliniczne bedg polegaty gtéwnie na obnizaniu tumorogennosci i immunogenno-
sci komoérek nowotworowych (Sikora 1994). W miare poznawania mechanizméw
kontrolujgcych rozwoj komorek coraz wieksze zainteresowanie bedg wzbudzaty
geny kontrolujace cykl komérkowy, w tym ro6znego rodzaju czynniki transkry-
pcyjne (Larrick i Burck 1991).

Krytycznym elementem w terapii genowej nowotwordw jest dostarczenie
leczniczego genu do wszystkich komérek nowotworowych. Aktualnie stosowana
technologia transferu genu, niestety nie jest w stanie w warunkach in vivo
dostarczy¢ potrzebng sekwencje DNA do wszystkich komérek nowotworowych.
Najlepsze efekty mozna uzyskac z transferem genu kinazy tymidynowej, gdzie
obserwuje sie efekt ,bystandar”, czyli rozprzestrzenianie sie produktu tego genu
rowniez do innych, sgsiednich komorek. Stosowane obecnie wektory, ze wzgledu
na swoja wielkos¢ i whkasciwosci, z trudem mogg przekraczac bariery sréodbtonka
naczyn krwionosnych, a dotarcie do stabo unaczynionej tkanki rakowej jest
prawie niemozliwe. Co wiecej, komadrki nowotworowe z reguty wykazujg odmien-
ny stopien zréznicowania. Wydaje sig, ze owiele bardziej skutecznie beda dziataty
geny, ktorych produkty posiadajg aktywno$¢ miejscowa, co nie wymaga konie-
cznosci wprowadzenia okreslonego genu do kazdej komorki. Pewne nadzieje na
rzeczywisty przetlom w dostarczaniu wektoréw z terapeutycznymi genami do
komoérek nowotworowych stwarzajg ostatnie badania wyprodukowania wekto-
row, ktore na zasadzie swoistego tropizmu sgwigzane przez receptory wystepu-
jace wylacznie na komoérkach docelowych. Przykladem jest swoiste wigzanie
skonstruowanego wektora z erytropoetyng do komorek z receptorami dla tego
czynnika (Barinaga 1994). Mozna przypuszczaé, ze w niedalekiej przysztosci
bedzie mozliwe dostarczanie do Scisle okreslonych komdérek pozadanych se-
kwencji, na przyktad antyonkogendw, toksyn lub innych biologicznych lekéw,
skutecznie niszczacych komérke rakowa lub zmuszajacych jg do ,,powrotu” do
stanu prawidtowego.

Terapia genowa nowotworéw dopiero zaczyna sie rozwijaé. Obecnie nie
moznajeszcze stwarzac nadziei, szczegolnie ciezko chorym na cudowne wylecze-
nie za pomoca nowej formy terapii. Mozna mie¢ natomiast pewnos¢, ze terapia
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genowa bedzie stawata sie coraz powszechniejszg i skuteczniejszg forma leczenia
i zapobiegania nowotworom.

CANCER GENE THERAPY — FUTURE APPLICATIONS AND PERSPECTIVES
Summary

It is generally assumed that gene the transfer technology approaches will provide an effective
treatment not only for genetic diseases but also for cancer. Improvements in the design of vectors
and knowledge of the genetic basis of carcinogenesis have finally resulted in first clinical trials. The
human gene therapy was started in September 1990 by transfer of the adenosine deaminase (ADA)
gene into lymphocytes of a child having a lethal defect in this enzyme, leading to immuno deficiency.
The first cancer gene therapy was initiated by transfer of NeoR gene into tumor infiltrating
lymphocytes (TIL) folowed by insertion of the tumor necrosis factor (TNF) gene into TIL. Currently
many approved human gene transfer trials are under way.

The clinical protocols that have been approved for the gene therapy of cancer reveal that several
distinct approaches are being pursued, among them: (1) Enhancing the immunogenicity ofthe tumor
cells, for example by insertion of genes that encode immunogenic antigenes. This can be often
effectively achieved by introducing vectors carrying HLA class | or class Il genes into a tumor cells,
that are negative for the inserted HLA genes. The objective is to induce an immune response to the
foreign HLA antigen with the hope that other tumor surface antigens are also recognized and an
immune response is simultaneously developed against them; (2) Enhancing the antitumor activity
of the immune cells, for example by introducing cytokine gene into tumor cells in vitro; this is
basically a tumor cell vaccination to potentiate the anti-cancer immuno response; (3) Insertion ofa
"suicide” gene into tumor cells, for example by introducing the gene that encodes the herpes simplex
virus thymidine kinase, the product of which subsequently converts prodrug into a cytotoxic
metabolite leading to the tumor cell death; (4) The use of antisense DNA or RNA sequences, which
block the expression of oncogenes; (5) This is a very promising approach and the first protocol
approved in 1990 concerned the insertion of a normal p53 gene into non-small cell lung carcinomas
that are p53 defective; (6) Killing tumor cells by inserting toxin genes under the control of a
tumor-specific promotor (e.g. diphtheria toxin gene); (7) The use of the multidrug resistance [MDR)
gene to protect bone marrow cells to allow higher-dose chemotherapy.

It is our great hope that in future the gene transfer technology will become a standard practice
for the treatment and prevention of malignancies.
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