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Dla celow terapii genowej nowotworow
w roznych modelach doswiadczalnych
i klinicznych ocenia sie szeroki repertuar
genow terapeutycznych, ktére mozna po-
dzielic na 4 grupy: geny przywracajgce
prawidtowe funkcje komarki (takie jak kon-
trola cyklu komorkowego lub apoptoza,
np. p53), geny samobojcze, uczulajgce
komorke na toksyczne metabolity lekow
(np. HSVik), geny pobudzajace niszcze-
nie komorek nowotworowych przez uktad
odpornosciowy (nalezg do nich geny ko-
dujgce antygeny nowotworowe, biatka
HLA, czgsteczki kostumulujgce (B-7,1) lub
cytokiny) oraz geny hamujgce angioge-
neze w guzie. Oprécz testowania réznych
genow terapeutycznych w modelach
zwierzecych i badaniach klinicznych i Il
fazy, dynamicznie rozwijajg sie metody do-
starczania gendw do komarek, poniewaz
podstawowym warunkiem skutecznego
leczenia choroby nowotworowej jest eli-
minacja lub kontrola wszystkich komdrek
klonogennych. Do tej pory podstawowym
narzedziem byty wektory retrowirusowe,
obecnie coraz czesciej stosuje sie udo-
skonalone wektory adenowirusowe, retro-
wirusowe typu C, lentiwirusowe oraz wek-
tory hybrydowe. Udoskonala sie takze
techniki dostarczania gendw do okreslo-
nych komdrek/tkanek docelowych, po-
przez stosowanie swoistych tkankowo
promotorow. W zwigzku z tym, Zze obec-
nie nie ma wektorow umozliwijgcych do-
starczenie gendw do wszystkich komorek
docelowych, badania koncentrujg sie na
wykKorzystaniu lub wzmocnieniu tzw. by-
stander effect. Efekt ten moze miec cha-
rakter lokalny (np. w przypadku terapii ge-
nami samobdjczymi) lub uogdiniony, pro-
pagowany przez uktad immunologiczny.
W Zaktadzie Immunologii Nowotworow
w Poznaniu prowadzi sie od 1996 r. kli-
niczne badanie Il fazy polegajgce na po-
dawaniu chorym na czerniaka ztosliwego
Z przerzutami modyfikowanych genetycz-
nie, allogenicznych komdrek czerniaka.
Do komorek nowotworowych wprowadza-
ne sg geny interleukiny 6 (IL-6) oraz roz-
puszczalnego receptora IL-6 (SIL-6R) przy
pomocy dwucistronowego, retrowiruso-
wego wektora podwdjnej kopii. W pro-
gramie jest leczonych ok. 170 chorych.
U ok. 20 proc. obserwuje sig obiektywnag
odpowiedz kliniczng, a u dodatkowych
30 proc. stabilizacje choroby. Przygoto-
wywana jest nowa generacja wektorow
adenowirusowych, ktdre postuzg do do-
guzowego dostarczania gendw. Planu-
Jjemy rozpoczecie badari klinicznych | fa-
zy z nowymi nosnikami genow u chorych
na czerniaka i raka nerki.

Stowa kluczowe: terapia genowa nowo-
twordw, szczepionki genetycznie modyfi-
kowane.
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Cancer gene therapy a challenge for the XXI century
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TERAPIA GENOWA

Rozwdj w latach 80. technik biologii mo-
lekularnej, takich jak sekwencjonowanie
i mapowanie genéw, Southern blot, PCR
oraz coraz lepsza znajomos¢ biologii wiru-
sow umozliwity skonstruowanie narzedzi
umozliwiajgcych dostarczenie wybranych
sekwencji DNA (genéw) do komdrek euka-
riotycznych. Pierwsze préby kliniczne soma-
tycznej (genetyczna korekcja komdrek so-
matycznych, a nie zarodkowych — plemni-
kow, jaja, zygoty) terapii genowej u ludzi
zostaty zainicjowane w 1989 r. w USA. Na
razie ze wzgledow etycznych oraz praw-
nych (w Europie terapia germinalna u ludzi
jest nielegalna) oficjalnie nie prowadzono
badan polegajgcych na korekcji genetycz-
nej ludzkich komorek zarodkowych.

Poczgtkowo pojecie terapia genowa
oznaczato wprowadzenie do komorki z nie-
aktywnym lub uszkodzonym genem jego
prawidtowej kopii. Tak rozumiana terapia
genowa miata przywracac synteze okreslo-
nego biatka i mogta stuzy¢ do leczenia
tzw. choréb monogenetycznych, takich jak
mukowiscydoza lub hemofilia. Pojecie tera-
pii genowej jest obecnie znacznie szersze
i obejmuje wprowadzenie gendéw kodu-
jacych biatka trudne do ogdlnoustrojowego
podawania, a wydzielane miejscowo, np.
w mikrosrodowisku guza. Przyktadem mo-
ga byc¢ cytokiny stosowane w terapii geno-
wej nowotwordw. Innym rodzajem terapii

genowej jest wprowadzanie genéw samo-
bojczych, kodujgcych enzymy uczulajgce
komorki, do ktérych wprowadzono gen sa-
mobdjczy, na okreslony lek, np. przeciwwi-
rusowy gancyklowir. Wreszcie pod poje-
ciem terapii genowej kryje sie rowniez
wprowadzanie sekwencji antysensownych,
blokujgcych ekspresje okreslonych gendw.

NARZEDZIA
DO WPROWADZANIA GENOW

Do wprowadzania genow do komodrek
stosuje sie rézne metody. Rozwdj techno-
logii transferu gendéw jest jednym z priory-
tetowych zadan terapii genowej, poniewaz
jak do tej pory jednym z gtéwnych czynni-
kow ograniczajgcych jej zastosowanie
i skutecznos¢ jest brak odpowiednich no-
$nikdw genow, ktore umozliwiatyby wpro-
wadzenie genu terapeutycznego do wszyst-
kich lub prawie wszystkich komorek doce-
lowych w sposéb wysoce wybidrczy, np.
tylko do komodrek nowotworowych. W tera-
pii genowej stosuje sie metody fizyczne,
takie jak elektroporacja lub bezposrednie
wstrzykniecie gotfego (naked) lub optasz-
czonego DNA na kuleczkach ztota wstrze-
lonych w tkanke przy pomocy gene gun'u.
Metody chemiczne wykorzystuja zmiane
przepuszczalnosci btony komdrkowej dla
makromolekut pod wptywem zwigzkow ka-
tionowych lub zdolnos$¢ wnikania liposomow
(z zapakowanym genem terapeutycznym)
do wnetrza komorek.

Tab. 1. Liczba prowadzonych badan i liczba leczonych chorych (lub zdrowych ochotnikéw) w zaleznosci od kategorii
chordb i rodzaju terapii genowej (na podstawie Wile&Sons Inc Publishers, http://www.wiley.co.uk)

Rodzaj terapii genowej

liczba
terapia genowa nowotworéw 252
gene marking’ 41
zdrowi ochotnicy 2
choroby zakazne 88
choroby monogenetyczne 58
inne 15
suma 396

Protokét Pacjenci
proc. liczba proc.
63,6 2 269 69,2
10,4 227 6,9
0,5 6 0,2
8,3 412 12,6
13,4 298 9,1
3,8 66 2
100 3 278 100

Tgene marking polega na wprowadzeniu genu wskaznikowego, tzn. nieterapeutycznego, umozliwiajgcego np.
Sledzenie dystrybucji zmodyfikowanych komdrek w organizmie chorego
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Genes used in human cancer gene
therapy may be classified into four
groups: genes restoring control of the
cell cycle and apoptosis (i.e. p53),
suicide genes, sensitising the cell for
toxic metabolites (i.e. HSVtk (HSV thy-
midine kinase), genes promoting eli-
mination of cancer cells by immune
system (such as: genes encoding tu-
mour antigens, HLA proteins, co-sti-
mulatory molecules (B-7.1) and cyto-
kines), genes interfering with tumour
angiogenesis. As well as testing of
therapeutic genes in animals’ models
and in clinical trials, gene therapy de-
velops tools for genes’ delivery be-
cause only elimination of every clo-
nogenic cancer cell assures the full
control of cancer. So far retroviral vec-
tors were used in most of clinical
trials. Nowadays, adenoviral ll-gene-
ration vectors, retroviral-C vectors,
lentiviral and hybrid vectors are intro-
duced. Targeting gene expression to
a specific tissue or cell population is
also possible. Since currently used
tools for gene transfer are not able to
deliver the therapeutic gene to every
tumour cell, bystander effect is explo-
red and enhanced. In the Department
of Cancer Immunology in Poznari sin-
ce 1996 we have vaccinated 170 pa-
tients with advanced melanoma with
cellular vaccine genetically modified
with IL-6 and sIL-sR genes using do-
uble copy dicistronic retroviral vector.
We have observed clinical responses
in about 20% of patients and stable
disease in 30% of patients. Now we
are preparing a new generation of
adenoviral vectors, which will be
used for intratumoural gene therapy
of melanoma and renal cell carcino-
ma patients.

Key words: cancer gene therapy, ge-
netically modified tumor vaccines.

Najszerzej stosowanymi i najnowoczesniej-
szymi narzedziami w terapii genowej sg wek-
tory wirusowe. W przypadku modyfikacji ko-
morek poza organizmem chorego (ex vivo)
najczesciej stosuje sie retrowirusy. Nosniki re-
trowirusowe wywodzg sie od wirusa mysiej
biataczki Moloney (MoMLV). Wirus MoMLV
jest retrowirusem w otoczce zdolnym do in-
fekowania wielu dzielacych sie komorek.
Z oryginalnego genomu wirusa usunieto se-
kwencje gag-pol-env, ktére mozna zastgpic
dowolnymi genami o dtugosci do 8,5 kb.
W produkcji wektorow wykorzystuje sie tzw.
komorki pakujace, ktdére majg wirusowe se-
kwencje gag-pol-env in trans, umozliwiajace
produkcje otoczki wirusa. Po zainfekowaniu
komorki dzielgcej sie, retrowirus przepisuje
swoje RNA na DNA (odwrotna transkrypcja),
ktore nastepnie zostaje wbudowane do ko-
morki docelowej w przypadkowym miejscu
jej genomu i zapewnia statg ekspresje genu
terapeutycznego. Do modyfikowania komadrek
in vivo obecnie najczesciej stosuje sie ade-
nowirusy: umozliwiajg one osiggniecie wyso-
kich mian wirusa (>10" p.f.u/ml), co jest wa-
runkiem wprowadzenia genu do wysokiego
odsetka komorek docelowych in vivo. Podsta-
wowg cechg rdznigcg wektory oparte na
adenowirusach od nosnikow retrowirusowych
jest mozliwos¢ dostarczania genéw do ko-
morek nie bedacych w trakcie cyklu podzia-
towego. Wektory adenowirusowe pierwszej
generacji wywotywaty silng odpowiedz immu-
nologiczng ze strony organizmu, co znacz-
nie ograniczato ich skutecznos¢ i wigzato sie
ze zwigkszong toksycznoscig. Ich minusem
byta rowniez niewielka pojemnos¢. Obecnie
skonstruowano Ill generacje wektoréw ade-
nowirusowych, z ktérych usunieto ich wtasne
geny strukturalne (tzw. wektory gutless hel-
per dependent), znacznie zwiekszajac pojem-
nos¢ (do 37 kb), a takze zmniejszono ich im-
munogennos$¢ poprzez usuniecie gendw E2a
i E4. Cechg wektoréw nowej generacji jest
rowniez zdolno$¢ do czesciowej integracii
z genomem infekowanych komarek. Wektory
adeno-associated (AAV) cechujg sie niewiel-
ka pojemnoscig i zdolnoscig do episomalne-
go (pozachromosomalnego) replikowania ma-
teriatu genetycznego i jednoczesnego inte-
growania wprowadzonego materiatu
genetycznego z DNA komorki gospodarza.
Poczgtkowo wektory AAV zawieraty zanie-
czyszczenia w postaci immunogennych cza-
steczek adenowiruséw koniecznych do pa-
kowania AAV. Obecnie opracowano techniki
umozliwiajgce oczyszczenia wektorow AAV.
W terapii genowej wykorzystuje sie rowniez
wirusy opryszczki pospolitej (HSV-1): wyka-
zujg one tropizm do komodrek uktadu nerwo-
wego, co umozliwia tkankowo-swoistg eks-
presje genéw terapeutycznych.

Ostatnio jako wektory wykorzystuje sie
lentiwirusy oparte na wirusie HIV. Ich pod-
stawowg cechg jest zdolnos¢ do trwatego
integrowania materiatu genetycznego z ge-
nomem komorek nie dzielgcych sie. Posia-
dajg one rowniez unikalny potencjat do

transdukowania wczesnych, macierzystych
komorek szpiku CD34+, co stwarza cieka-
we perspektywy, gdyz komorki macierzyste
szpiku sg zdolne w okreslonych warunkach
roznicowac sie nie tyko w kierunku linii ko-
morek hematopoetycznych, ale réwniez
w Kierunku innych tkanek, np. komorek
migsniowych lub nerwowych. Obawy zwig-
zane ze stosowaniem wektorow opartych
na HIV sg nieuzasadnione, poniewaz wek-
tory te sg odpowiednio modyfikowane,
a w niedalekiej przysztosci problem ten zo-
stanie pominiety, np. poprzez zastosowa-
nie wektoréow opartych na niepatogennych
dla cztowieka wirusach FIV — kociego na-
bytego niedoboru odpornosci (koty réwniez
chorujg na AIDS). Stworzenie idealnego no-
$nika wirusowego jest réwniez blizsze, po-
niewaz mozliwe stato sie konstruowanie
wektoréw hybrydowych, tzn. chimer wyko-
rzystujacych fragmenty, a tym samym ce-
chy roznych wirusow. Do tej pory nosniki
wirusowe stosowane w terapii genowej nie
byty w stanie replikowac in vivo — byt to
podstawowy warunek zwigzany z bezpie-
czenstwem ich stosowania. Obecnie uwa-
za sie, ze aby skutecznie wprowadzi¢ gen
do wiekszosci komorek guza nowotworo-
wego, konieczne bedzie uzycie nosnikow
replikujgcych in vivo. Prototypowym wekto-
rem posiadajgcym zdolnos¢ do replikacji
jest adenowirusowy ONYX-015, ktéry wy-
biérczo infekuje komorki z brakiem funkcjo-
nalnego genu p53. ONYX-015 nie jest wia-
$ciwie wektorem sensu stricto, poniewaz
w przeprowadzonych do tej pory bada-
niach | i Il fazy nie byt nosnikiem zadne-
go genu terapeutycznego, ale powodowat
lize komdrek docelowych, co jest cechg
cyklu proliferacyjnego adenowiruséw. Obec-
nie przygotowuje sie ONYX-015 z genami
terapeutycznymi, co w potgczeniu z efek-
tem litycznym jest bardzo obiecujgce
w przypadku terapii genowej nowotworow.

Waznym zagadnieniem zwigzanym z no-
Snikami genow jest celowana ekspresja ge-
néw (targeted gene therapy) w wybranych
tkankach docelowych. Idealny wektor do
celowanej terapii genowej po podaniu ogol-
noustrojowym powinien transdukowac tylko
wybrane komorki (przerzuty nowotworowe).
Musi by¢ trwaty i nieimmunogenny, aby nie
zostat wyeliminowany przed wypetnieniem
swojej misji. Dodatkowo musi posiadac
zdolno$¢ do przejscia bariery krew-guz. Ce-
lowana terapia genowa jak do tej pory
opiera sie na 2 podstawowych strategiach:
D receptorach swoistych powierzchniowo,
D swoistych tkankowo promotorach genodw.

Wykorzystuje sie obecnos¢ swoistych
powierzchniowych proteaz nowotworowych,
majacych stuzy¢ jako receptor dla nosni-
kow retrowirusowych. W przypadku adeno-
wirusow celowana ekspresja genu oparta
na antygenach powierzchniowych jest row-
niez mozliwa. Swoiste tkankowo promotory
zapewniajg ekspresje genu terapeutyczne-
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go tylko w wybranych tkankach lub komor-
kach — ich zastosowanie jednak oznacza
nie tyle wieksza efektywnosc¢ transferu ge-
néw (wiekszy odsetek zainfekowanych ko-
morek docelowych), co raczej wieksze bez-
pieczenistwo, tzn. ograniczenie ekspresji
genu do wybranych tkanek.

STRATEGIE STOSOWANE W TERAPII
GENOWEJ NOWOTWOROW

Terapia genowa nowotwordéw opiera sie
obecnie na kilku podstawowych strategiach.
Podstawowa, polegajgca na przywrdceniu
kontroli nad cyklem komodrkowym i apopto-
zg, wcigz pozostaje w sferze marzen ze
wzgledu na niedoskonatos¢ stosowanych
wektoréw. Do komorek nowotworowych
wprowadza sie geny powodujgce apopto-
ze, np. p53. Ekspresja niezmutowanego ge-
nu p53 zwieksza rowniez radiowrazliwosé
i chemiowrazliwo$¢ komorek nowotworo-
wych. Podstawowym mankamentem tej stra-
tegii jest koniecznos$¢ korekcji genetyczne;j
wszystkich komorek klonogennych w guzie,
w przeciwnym razie predzej czy pozniej do-
chodzi do proliferacji klonu niezmodyfiko-
wanego genetycznie i odrostu guza.

Innym sposobem usmiercenia komorki
nowotworowej jest zastosowanie tzw. genow
samobodjczych. Sg to geny kodujace enzy-
my normalnie nie wystepujace w ludzkich
komodrkach, takie jak kinaza tymidynowa wi-
rusa opryszczki pospolitej. Wprowadzenie
kinazy tymidynowej do komorki eukariotycz-
nej uwrazliwia jg na gancyklowir, ktéry po-
woduje zaburzenie replikacji DNA, a tym
samym uniemozliwia proliferacje zmodyfiko-
wanych komorek. Oprécz genu kinazy ty-
midynowej wykorzystuje sie obecnie kilka
innych gendw samobdjczych, takich jak: de-
aminaze cytozyny, dziatajgcg na podobne;j
zasadzie jak kinaza tymidynowa lub ente-
rotoksyne gronkowcowa. Ograniczenia tej
strategii sg podobne jak w przypadku ko-
rekcji genetycznej komdrek nowotworowych
— do skutecznego wyeliminowania guza ko-
nieczne jest samobojstwo wszystkich komo-
rek klonogennych. Z pomocg przychodzi tu-
taj tzw. efekt bystander polegajacy na prze-
dostawaniu sie toksycznego metabolitu
z komorki zmodyfikowanej genetycznie do
komorek sgsiadujgcych przez potgczenia
komorkowe typu gap-junction, aczkolwiek
zjawisko to ma ograniczony zasieg.

Celem wigkszosci prob klinicznych terapii
genowej nowotwordw jest obecnie posrednie
eliminowanie komorek nowotworu poprzez po-
budzenie nieswoistych i swoistych mechani-
zmow efektorowych uktadu immunologiczne-
go. Prototypowym nowotworem, ktory jest naj-
czesciej celem immunoterapii genowej jest
czerniak ztosliwy. Scharakteryzowanie w latach
90. szeregu swoistych antygendw czerniako-
wych (MAGE-1, MAGE-3, MART-1, gp-100, ty-
rozynaza i inne), jak réwniez doniesienia
0 spontanicznych remisjach zaawansowane-
go czerniaka przypisywanych nadzorowi im-

Tab. 2. Liczba prowadzonych badan i chorych w zaleznosci od techniki wprowadzania genéw do komdrek (na podstawie

Wiley&Sons Inc Publishers, http://www.wiley.co.uk)

Wektor Protkét Chorzy

liczba proc. liczba proc.
adeno-associated wirus (AAV) 3 0,8 36 1,1
adenowirus 71 17,9 437 1188
elektroporacja 2 0,5 20 0,6
gene gun 4 1 5 1,1
wirus Herpes 1 0,3 0 0
lipofekcja 73 18,4 735 22,4
lipofekcja/AAV 2 0,5 0 0
lipofekcja/adenowirus 1 0,3 8 0,1
goty DNA 16 4 69 2.1
poxwirus 26 6,6 130 4
komorki produkujace retrowirusy 20 5,1 408 12,4
retrowirus 158 39,9 1217 37,1
retrowirus/gene gun 1 0,3 6 0,2
RNA transfer 1 0,3 30 0,9
inne rodzaje transfekciji 7 1,8 101 3,1
nie okreslone 9 2,3 Sl 1,6
suma 395 100 3 278 100

munologicznemu sg odpowiedzialne za fakt,
ze chorzy na czerniaka stanowig obecnie
wiekszos¢ pacjentow leczonych w badaniach
Ii 1l fazy z uzyciem modyfikowanych gene-
tycznie szczepionek przeciwnowotworowych.
Do komdrek nowotworowych (lub profesjonal-
nych komorek prezentujgcych antygeny, takich
jak komorki dendrytyczne) wprowadza sie ge-
ny kodujgce antygeny nowotworowe, geny ko-
dujgce biatka gtownego kompleksu zgodno-
Sci tkankowej klasy |, geny kodujgce czastecz-
ki kostymulujgce (np. B7.1), ktére sa
konieczne do aktywacji naiwnych limfocytow
cytotoksycznych (limfocytéw, ktére po raz
pierwszy stykaja sie ze swoistym dla nich an-
tygenem) lub geny kodujace cytokiny. Cytoki-
ny wydzielane do mikrosrodowiska guza ma-
ja za zadanie przetamac tolerancje na swo-
iste antygeny nowotworowe i pobudzi¢
cytotoksyczne limfocyty T i komdrki NK do
niszczenia przerzutéw nowotworowych. Naj-
czesciej stosowane cytokiny to IL-2, GM-CSF,
IL-12, INF-gamma, IL-4 i IL-7.

Najmtodsza strategia terapii genowej jest
zwigzana z entuzjazmem towarzyszgcym od-
kryciom czynnikéw regulujgcych angiogene-
ze w guzie. Warunkiem wzrostu guza nowo-
tworowego jest wytworzenie wtasnej sieci
naczyn krwiono$nych. Migracja komérek en-
dotelium w guzie moze by¢ zahamowana
poprzez zaburzenie funkcji proteaz. Jedno-
czesnie brak proteaz produkowanych przez
komorki nowotworowe bedzie uniemozliwiat
osiedlenie sie komdrek w nowych miejscach
i formowanie kolejnych przerzutéw. ldentyfi-
kacja naturalnych substancji hamujgcych an-
giogeneze, takich jak angiostatyna i endo-

statyna, otworzyta droge do szeregu badan
majacych na celu zapewnienie ekspresji ich
genow w tkance nowotworowej.

WYNIKI BADAN KLINICZNYCH
Z ZAKRESU TERAPII GENOWEJ
NOWOTWOROW

Do tej pory wiekszo$¢ badan ma cha-
rakter doswiadczalny. Sg one prowadzone
in vitro lub w modelach zwierzecych. Ba-
dania kliniczne znajdujg sie w | lub Il fa-
zie. Oceniana jest toksycznos¢ i bezpie-
czenstwo stosowanych metod terapii geno-
wej, jak rowniez wyniki kliniczne w postaci
oceny obiektywnych odpowiedzi klinicznych
w matych grupach chorych. Sg juz prowa-
dzone pierwsze badania kontrolowane IlI
fazy, jednak na ich wyniki bedg znane za
kilka lat. Wybrane wyniki badan | i Il fazy
przedstawiono w tab. 3.

DOTYCHCZASOWE WYNIKI
AUTOROW Z ZAKRESU
IMMUNOTERAPII GENETYCZNEJ
CZERNIAKA ZLOSLIWEGO

Od stycznia 1996 r. w Zaktadzie Immu-
nologii AM w Wielkopolskim Centrum Onko-
logii w Poznaniu prowadzone jest badanie
kliniczne /Il fazy, polegajace na immuniza-
cji chorych na czerniaka ztosliwego w Il
i IV stopniu wg AJCC przy pomocy mody-
fikowanej genetycznie szczepionki komor-
kowej. Szczepionka sktada sie z komorek
autologicznych czerniaka, wyizolowanych ze
zmian usunietych chorym zmieszanych
z komodrkami allogenicznymi, utrzymywany-
mi w hodowli komdrkowej. Komorki alloge-
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Tab. 3. Wyniki terapii genowej nowotwordw - badania /1l fazy

Typ Wektor
nowotworu
czerniak liposomy
rak jelita grubego liposomy
— przerzuty do watroby
czerniak liposomy
czerniak liposomy
jajnik retrowirus
glejak wielopostaciowy retrowirus
biataczka (kontrola GVHD) retrowirus
nowotwory lite komorki
Vero
czerniak gene gun
czerniak retrowirus
czerniak retrowirus
rak nerki liposomy
czerniak retrowirus

niczne zmodyfikowano genetycznie poprzez
wprowadzenie do nich gendw interleukiny-
6 i agonistycznego rozpuszczalnego recep-
tora interleukiny-6. Geny wprowadzono, wy-
korzystujac dwucistronowy, retrowirusowy
wektor podwojnej kopii. Mieszanina komo-
rek szczepionki jest kazdorazowo napromie-
niana dawkg 100 Gy w celu pozbawienia
komodrek nowotworowych zdolnosci do pro-
liferacji oraz dalszego zwiekszenia ich im-
munogennosci. Szczepionka jest podawa-
na poczatkowo 4 razy co 2 tyg., nastepnie
3 razy co miesigc, po czym w zaleznosci
od reakcji chorego dalej co miesigc lub co
2 mies. Do konica 1999 r. szczepionke
otrzymato 105 chorych. U 32 chorych
z oczekiwanym czasem przezycia krotszym
niz 4 mies. badano toksycznos$¢ preparatu.
Objawy uboczne miejscowe oraz ogodlne
byty minimalne i u zadnego z chorych nie
spowodowaty przerwy w leczeniu (Mackie-
wicz A., Adv Exp Med Biol 1998). Pozosta-
tych 73 chorych wtaczonych do programu
rokowato dtuzsze przezycie:

D 18 chorych byto leczonych krocej niz
przez 6 mies.,

D 14 chorych leczono po usunieciu makro-
skopowych zmian przerzutowych,

D pozostata grupa 41 chorych podlegata
ocenie klinicznej skutecznosci stosowa-
nej szczepionki:

— u 22 chorych (54 proc.) zaobserwowa-
no odpowiedZ na leczenie, zdefiniowa-
na jako stabilizacja, catkowita lub cze-
Sciowa remisja zmian przerzutowych,

—u 5 chorych (12 proc.) stwierdzono
catkowita remisje,

— u 4 (10 proc.) czesciowg remisje,

— u 13 (32 proc.) stabilizacje choroby,

— u 19 chorych (46 proc.) stwierdzono
progresje choroby.

Regresje zmian obserwowano w przypad-
ku przerzutow do skory, weztéw chtonnych,
ptuc. Regresja trwata od 3 do 21+ mies.
U kilku chorych zaobserwowano wyktadniki
reakcji autoimmunologicznej w postaci odbar-
wien skory (vitiligo) i regresji znamion barw-
nikowych, zmiany zabarwienia i cieptoty ba-
dalnych zmian przerzutowych swiadczace
0 nacieku komorek uktadu immunologiczne-
go, co zostato potwierdzone w badaniach im-
munohistochemicznych wycinkéw pobranych
ze zmian przerzutowych. U chorych stwier-
dzono réwniez wyktadniki aktywacji odpowie-
dzi immunologicznej w badaniach in vitro.
Stwierdzono wzrost aktywnosci komorek CTL
i NK, a takze wzrost stosunku Th1/Th2 $wiad-
czace o aktywacji swoistej komoérkowe] od-
powiedzi przeciwczerniakowej. Otrzymane
wyniki wskazujg, ze stosowana szczepionka
jest bezpieczna, jej podawanie wigze sie
z minimalnymi objawami ubocznymi, jest
zdolna do wywotania odpowiedzi immunolo-
gicznej przeciwko komoérkom czerniaka
i u okoto potowy leczonych chorych wykazu-
je dziatanie kliniczne. Obecnie planowane sg
wieloosrodkowe badanie Il fazy, a takze roz-
poczecie badan | fazy z nowymi nosnikami
w raku nerki i czerniaku ztosliwym.

Gen Faza Liczba OdpowiedZz  Autor
badania chorych kliniczna i publikacja
(stabilizacja)
HLA-B7 5 1 Nabel GJ i wsp.,
Proc Natl Acad Sci USA, 1993
HLA-B7 15 6 Rubin J i wsp.,
Hum Gene Ther 1994
HLA-B7 17 7 Stopeck AT i wsp.,
J Clin Oncol 1997
HLA-A2, HLA-B13, /1 19 8 Hui KM i wsp., Gene Ther 1997
H-2K (mysi MHC)
BRCA-1 12 3 Tait DL i wsp.,
Clin Cancer Res 1999
kinaza tymidynowa Il 10 1 (5) Weber F i wsp., J Mol Med. 1997
kinaza tymidynowa | 8 5 Bonini C i wsp., Science 1997
IL-2 | 9 1(4) Stewart AK i wsp.,
Gene Ther 1999
IL-12 | 6 1) Sun Y i wsp., Gene Ther 1998
IL-7 | Moller P i wsp., Br J Cancer 1998
IL-4 | 12 (2) Arienti F i wsp.,
Hum Gene Ther 1999
HLA-B7 14 0 Rini Bl i wsp.,
Clin Cancer Res 1999
GM-CSF B 1 Chang AE i wsp.,

Hum Gen Ther 2000
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