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Bevezetés

Kora gyermekkoromtél kezdve orvos szerettem volna lenni, jollehet nem volt korabban
orvos, vagy akar egészségligyi dolgozé sem a csalddban. Ez a gimnaziumi évek alatt
csak annyit valtozott, hogy kutatéorvossa kivantam valni. Kezdetben ugy gondoltam,
hogy a gyogyité és a tudomanyos tevékenységet egyiitt is lehet végezni. A Pécsi Orvos-
tudomanyi Egyetemen az elsé évfolyam alatt azonban dr. Juhdsz Péternek, biolégia
gyakorlat vezetémnek koszonhetéen megfertézott a molekuldris biolégia. A masodik
évfolyam kezdetén tudomanyos didkkorosként kezdtem el dolgozni az Egyetem Biol6-
giai Intézetében, Péter szarnyai alatt. Barati irdnyitasaval ismerkedtem meg a biolégiai
kutatasokkal, nélkile valészinilleg, masképpen alakult volna pélyafutasom.

Az egyetem elvégzése utan ugyanott, a Prof. Tigyi Andrds éltal vezetett Bioldgiai
Intézetben kezdtem dolgozni. 1982-ben keriiltem jelenlegi munkahelyemre az Orszagos
LFrédéric Joliot-Curie” Sugarbioldgiai és Sugdregészségiigyi Kutatd Intézetbe (OSSKI).
Azoéta tart szakmai és barati kapcsolatom Professzor Hidvégi Egonnal. Egon laboraté-
riumdaban dr. Financsek Istvan vezetésével ismerkedtem meg a génsebészet, az igazi
molekularis bioldgiai alapjaival, mikdzben az emberi riboszéma RNS gének szerkezetét,
mUkodését tanulmanyoztuk. Ezt a munkat folytattam masfél évig, 1985-86-ban a Tokid
Egyetem Orvosi Fakultasanak, 1. szamu Biokémiai Intézetében, Prof. Muramatsu irdnyi-
tasa alatt, valamint hazatérésem utdn immar 6nalléan az OSSKI-ban is. Tudomanyos
szakteruletem gyakorlatilag valtozatlan maradt az 1990-ben kezd6d6 kozel harom éves
amerikai tanulmanyutam alatt is, ahol Professzor Perry laboratériumaban — Fox Chase
Cancer Center, Philadelphia - feladatom a riboszéma fehérje gének miikodésének mole-
kuldris szintd tanulmanyozasa volt.

Szakmai érdekl6désem Amerikabol valo hazatérésem utan - kdszénhetden részben
az OSSKI sugaras hatterének — vett éles fordulatot. A kiilféldon elsajatitott molekularis
metodikdkat az ionizalé sugarzas bioldgiai hatasainak tanulmanyozéasara és Uj daga-
natellenes, féleg génterapids modalitasok kidolgozasara kezdtem alkalmazni. Utébbi
terlileten végzett munkamrél, nevezetesen az agydaganatok génterdpids kezelésérél
szeretnék a kovetkezdékben attekintést adni. EI&szor roviden ismertetek néhany gén-
terapiai alapfogalmat, az emberi sejtekbe torténd génbevitel lehetséges modozatait
és a génbevitelre alkalmazhaté vektor molekuldkat. Ezt kovetéen az irodalmi adatok
tlkrében ismertetem sajat, illetve pontosabban fogalmazva az altalam vezetett mun-
kacsoport kisérletes agydaganatok kezelésében elért eredményeit.

A génterapia fogalma, kezdeti lépések

Génterapian valamilyen idegen, mikdd6éképes genetikai anyag emberi sejtekbe valo
terapias célu bevitelét értjik. Génterapia segitségével helyredllithatunk egy velesziile-
tett metabolikus hibat, megvaltoztathatunk, vagy kijavithatunk egy szerzett genetikai



rendellenességet és adott esetben egy addig még nem létezd, Uj funkciét adhatunk a
modositott sejtnek.

A génterdpia klinikai alkalmazdasanak a kezdetei az 1980-as évek végére, az 1990-es
évek elejére teheték. Egyes értelmezések szerint az elsé klinikai génterapias kezelést
Rosenberg és munkatérsai (1) végezték, amikor is attétes daganatos betegeket kezeltek
IL-2 és tumor-infiltralé limfocitdk kombinacidjaval. Vizsgalataik bizonyitottak, hogy mes-
terséges mddon, a beteg sajat sejtjeinek felhasznalasaval kivalthaté egy daganatellenes
immunvalasz, de ebben az esetben a betegnek beadott sejtek genetikai médositasa
még nem tortént meg. Valdjdban az elsé tényleges génterapias kezelést, genetikailag
modositott sejtekkel Culver, Anderson, Blaese és munkatarsaik végezték 1990-ben (2).
Egy immunhidnyos megbetegedésben (adenozin-deaminaz, ADA hidny) szenvedd négy
éves kislany, Ashanti deSilva limfocitaiba vitték be ex vivo koriilmények kozott egy ret-
rovirus alapu vektor segitségével az ADA gént, majd a genetikailag médositott sejteket
visszajuttattdk a betegbe. Mivel a médositott sejtek nem osztédo limfocitdk voltak, az
immunrendszer helyredllitdsa csak id6éleges volt.

Jelenleg a vildgon 1843 regisztralt génterdpias protokoll all klinikai bevezetés alatt
(http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/). A klinikai eljardsok tobb
mint 60%-a a daganatos megbetegedések génterapias uton torténé gyogyitasat szol-
galja. Emellett a klinikai protokollok mintegy 8-8% célozza meg monogénikus 6rokl6dé
megbetegedések, fert6z6 megbetegedések és ischaemids megbetegedések terdpiajat.
A legtébb génterapias protokoll (1174) az Amerikai Egyesiilt Allamokban van regiszt-
ralva, emellett jelentésebb szamu klinikai bevezetési eljaras folyik az Egyesiilt Kiralysag-
ban (203), Németorszagban (81), Franciaorszagban (53) és Svajcban (50).

Mar itt, a bevezet6ben is hangsulyozni szeretném, hogy a génterapia jelenleg csak
egy biztatd lehetéség az orvostudomdnyban. A génterapids eljarasok jol mikodnek
allatkisérletes rendszerekben, de a jelentds klinikai eredmények még varatnak magukra.
Ez abban is tikrozédik, hogy jelenleg csak 67 génterapias eljaras érte el a fazis Ill.
klinikai vizsgalati szintet, és minddssze 2 eljaras folyik a fazis IV. klinikai vizsgalati szin-
ten (http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/). Mindkét fazis IV. klinikai
vizsgalatot Kindban jegyezték be.

A génterapia tipusai, génbevitelre alkalmazott eljarasok

Génterdpidval mind a testi, mind pedig az ivarsejteket médosithatjuk. Az emberi ivar-
sejtek genetikai médositasa gyakorlatilag az 6sszes fejlett allamban tiltott. Ennek hat-
terében részben az all, hogy el akarjuk keriilni azt, hogy az emberi genomot, egyes
emberek genetikai tulajdonsagait dncélian megvaltoztassak. A masik ok, hogy az ivar-
sejtek hosszu tavu genetikai médositasahoz olyan vektorokat kell alkalmazni, amelyek
integrdlédnak a genomba. Mivel az integracié helye jelenleg még nem kiszamithato,
igy a generacidkkal késdbbi kovetkezményeket sem ismerjik. Mivel ivarsejti génterapiat



jelenleg nem végeznek, a tovabbiakban kizérélag a szomatikus génterapiaval foglalko-
zunk.

A génterapia soran szomatikus, testi sejtekbe valé génbevitel harom moédon valésit-
hatdé meg. Az ex vivo génterapia soran a szervezetbdl eltavolitott sejteket génsebészeti
uton modositjak, és ezeket a sejteket juttatjdk be a gydgyitandd betegbe. A médosi-
tott sejtek szarmazhatnak kozvetleniil a kezelendd betegbdl, de mas emberekbdl is.
A modszer egyik elénye az, hogy igy lehetévé valik a genetikailag modositott sejtek
mesterséges korllmények kozotti felszaporitdsa. Emellett, a kezelend6 betegbe valé
bejuttatas el6tt lehetséges ezen sejtek vizsgalata, jellemzése, azonositasa is. Az ex vivo
eljards hatranya jelentdés munkaigényessége és az, hogy nem minden sejt tenyészthetd
in vitro korilmények kozott. Ezt az eljarast alkalmazzak elsésorban az 6roklédé geneti-
kai megbetegedések génterapiadja soran, pl. a csontveldi éssejtek genetikai médosita-
sara, de a daganatok génterapidjaban is alkalmazzak (3-6).

A génterapia soran a génbevitel idedlis mddja az lenne, amikor a terapias gént
kozvetlenil a betegbe juttatjak (in vivo génterapia). Az in vivo génterapia kétfélekép-
pen valdsithatd meg. A ma még gyakoribb esetben a terapids gént hordozd vektor
molekuldt kdzvetlenul a célteriiletbe pl. daganat, ischaemias régié juttatjak. Optimalis
esetben a vektor molekuldt a vérkeringésbe juttatjdk, az megkeresi a célterlletet és
csak ott fejti ki hatasat (3-6).

Génbevitelre alkalmazott vektor molekuldk

A génterapia eredményességét nagymértékben az donti el, hogy milyen hatasfokkal
sikerlil az adott gént bevinniink a célsejtekbe és a bevitt génrél tartésan képzédnek-e
a megfelelé fehérje molekuldk. A génterdpia soran altaldban nem sziikséges a teljes,
intronokbdl és exonokbdl all6 gént bevinnilink a kezelendd sejtekbe, elegend6 a mRNS-
nek megfelelé DNS szakasz, az un. komplementer DNS (cDNS) bejuttatasa. Ezt a komp-
lementer DNS-t olyan szabalyozé szekvenciakkal (promoter) kell elldtnunk, amelyek
lehetévé teszik, hogy a bevitt DNS-rél megfelel6 RNS-ek, majd fehérjék keletkezzenek.
Az sejtbe valé eredményes bejuttatas érdekében a komplementer DNS-t egy hordozé
DNS molekulaba (vektor) kell beépiteni. A vektor molekula igen gyakran plazmid DNS.

Ha DNS-t, pl. plazmidba klénozott terdpias gént adunk kdzvetlendl in vitro nové sej-
tekhez, azt a sejtek gyakorlatilag sosem veszik fel. Erdekes médon, megfigyelték azon-
ban, hogy ha az in vivo génterapia soran tisztitott plazmid molekuldkat injekciéznak
emberbe, akkor az injekciés hely kdrnyezetében taldlhatd izomsejtek, endotel sejtek,
jollehet alacsony hatasfokkal, de képesek a plazmid molekuldk felvételére és a terapids
gén idéleges atirasara. Ezt az eljarast alkalmazzak elsésorban a kardidlis és periferidlis
ischaemias megbetegedések génterapidja soran.

Az emlés sejtekbe torténd in vitro génbevitel klasszikus médszere a kalcium-foszfat
koprecipitacids eljaras. Az igy bevitt DNS tulnyomé tobbsége lebomlik a citoplazmaban,
egy kis résziik azonban bekeriil a sejtmagba és a terapias gének atirédnak. Az igy bevitt
génrél az esetek tobbségében a génatiras ideiglenes. Ennek egyik oka a plazmidok



gyors sejten beliili lebomlasa, a masik pedig az emlés sejtek szaporoddsa. A sejtoszto-
das sordn a sejtszam rohamosan né, és mivel a plazmidok altaldban nem képesek az
emlds sejtekben vald szaporodasra, nem keriilnek at az utédsejtekbe. A kalcium-foszfat
alapu génbevitel jelentés hatranya a rendkiviil alacsony hatasfok. A kezelt sejteknek
minddssze 1-10%-a veszi fel és fejezi ki az idegen gént. A kalcium-foszfatos modszer
megfelel6 moédositasaval (szelekcids markerek alkalmazasa) lehetéség van a bevitt gén
tartés mikodtetésére is. Ekkor a sejtbe bevitt plazmid beépdil, integralédik a sejt DNS-
ébe. Az integralédott DNS a sejtosztdédas soran atkerll az utddsejtekbe, és ez altal
mukodése allanddsul. Az un. tartés génbevitel hatasfoka azonban két nagysagrenddel
kisebb az ideiglenes génbevitel hatasfokanal is. A kalcium-foszfat koprecipitacié mellett
tobb un. fizikalis eljaras is alkalmazhatd az emlés sejtekbe valé génbevitelre. A teljes-
ség igénye nélkiil megemlitheté az elektroporézis, a mikroinjekcié és a DEAE-dextrant
alkalmazé médszer. A génbevitel hatdsfoka tovabb novelhetd speciélis agensek hasz-
nalataval, mint pl. liposzémak, kiilonb6zé emulziok, fehérjék, vagy kationos polimerek,
a génbevitel hatasfoka azonban sohasem éri el a szaz szazalékot (3-6).

Virus alapt génterdpids vektorok

A hagyomanyos génbeviteli eljardsok alacsony hatasfoka miatt kezd6dott el a virus
alapu vektorrendszerek kifejlesztése. A virusok vektor molekulaként valé felhasznalasat
az teszi lehetévé, hogy bizonyos szerkezeti médositds utdn idegen gének klénozha-
tok beléjik. A terapias gén beillesztését kdvetéen a genetikai uton mddositott virus
Lnormalis” fertézési folyamattal keriil be a sejtekbe, ezaltal célba juttatva a terapias
gént. Virusvektorok hasznalatdval akar szaz szdzalékos génbeviteli hatasfok is elérheté.
A virusvektorok jelent6ségét mutatja, hogy a jelenleg folyé klinikai génterapias eljara-
sok tulnyomé tobbsége valamilyen virusvektort hasznal. Lényegében barmely virus-
bdl készitheté a génterapiaban alkalmazhaté vektor molekula, igy alkalmaznak retro-,
adeno-, lenti-, adeno-asssociated-, herpes simplex-, vakcinia-, stb. alapu virus vektoro-
kat. A virusvektorok koziil jelenleg a legelterjedtebbek a retro- és az adeno-virus alapu
vektorok, ezért veliik részletesebben is foglalkozunk (3-6).

Retro- és lentivirus alapu vektorok

A retrovirusok genomja 8-10 ezer nukleotid hosszu diploid pozitiv lancd RNS-molekula,
amely harom gént (gag, pol, env) hordoz. A gag gén a virus bels6é szerkezeti fehérjéit
(matrix, capsid, nucleocapsid), a pol gén a virus genom atirdsaért, integraciojaért fele-
16s enzimeket (reverz transzkriptaz, integrdz, protedz), az env gén pedig a virus kilsé
burok fehérjéit kddolja. A sejtbe bekeriil6 virus RNS-t elészor a virus genom altal kédolt
reverz transzkriptdz enzim kétldnci DNS-¢é alakitja at. A keletkezett virus DNS integra-
16dik, beépiil a megfert6zott sejt DNS-ébe. A virus integral6désat a DNS molekula két
végén elhelyezkedd ismétl6dé DNS szekvencidk (LTR) segitik elé. A tovébbiakban, adott
esetben hosszu latencia id6 utan a fert6zott sejt RNS szintetizalé rendszere késziti az
integralédott DNS-b6I a virus RNS-t és a virus fehérjéket és Uj fert6zéképes virus alakul
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ki. A retrovirus vektorok kialakitdsanak leggyakoribb kiinduldsi pontja az egér leukémia
virus (MuLV). A vektort a virus kétlancd DNS-t tartalmazé valtozatabdl (provirus) készitik.
Az els6, masodik generacids virusvektorok eléallitdsa soran a nagyfoku biztonsag volt
az elsédleges, mindenképpen ki kellett kiisz6bdlni Uj, ferté6zéképes virusok kialakulasat.
A vektor készités sordn a provirusbdl eltavolitottdk a fehérjéket kodold részeket (gag,
pol, env) és ezek helyére illesztették be a terapids gént. A megfelel6 virus fehérjék hia-
nya miatt a médositott virus emberi és egyéb emlds sejtekben szaporodasra képtelen,
igy tovaterjedd fert6zést nem tud okozni. A szaporodasra valé képtelenségiik miatt a
retrovirus vektorok felszaporitasa, elédllitdsa specialis, genetikai Uton modositott sejt-
vonalakban, ugynevezett, pakolé sejtekben térténik, amelyek termelik a hianyzo (gag,
pol, env) virus fehérjéket.

A génterdpids alkalmazas sordn a tisztitott virusvektort, vagy a virust termelé pakolé
sejteket keverik 0ssze az ex vivo kezelendé sejtekkel, vagy injekciézzak be kdzvetleniil
a betegbe. A retrovirus alapu vektorok elénye, hogy aranylag révidek, igy viszonylag
konny( a terdpids gén beillesztése. A retrovirus integralédik a genomba ezért stabil,
hosszu tavu gén-kifejez6dést eredményez. A retrovirus alapu vektorok egyik jelentés
hatranya, hogy a genomba val6 integracié helye nem szamithatd ki el6re. Ha a virus
integracio pl. egy protoonkogént kédolé régidba torténik, akkor az az onkogén akti-
vacidjahoz, az érintett sejt malignus transzformaciéjahoz vezethet. Egy masik hatrany,
hogy bar a fert6zés soran a retrovirusok athatolnak a sejtmembranon, de képtelenek
atjutni a sejtmag membranon. Emiatt retrovirusokkal kizarélag csak oszt6do sejteket
lehet megfert6ézni, mivel a sejtosztédas soran a maghartya idélegesen eltiinik (3-6).

A retrovirus alapu vektorok emlitett hatranyai miatt fejlesztették ki a lenti-virus alapu
vektorokat, amelyek leggyakoribb kiinduldsi alapja az emberi HIV virus. A lenti-virusok
a retrovirusokhoz hasonléan RNS virusok. A génterdpids alkalmazasuk soran el6ényik,
hogy a genomba valé integracidjuk helye részben specifikus. Emellett a lenti-virusok
nyugalmi allapotban 1évé sejtekbe is képesek bejutni (5-6).

Adenovirus alapu vektorok

A virus alapu vektorok kozil jelenleg leggyakrabban az adenovirus alapu vektorrend-
szereket hasznaljak terdpids génbevitelre. Az adenovirus egy kézonséges human pato-
gén, élete sordn az emberek tulnyomé tobbsége atesik valamilyen adenovirus fert6-
zésen. Az adenovirus genomja harminchatezer bazispar hosszisagu linearis, kétlancu
DNS-bdl all. A virus genom un. korai, és késéi géneket kodol. A virusfert6zés soran az
adenovirus sejtfelszini receptorokhoz (coxackie-adenovirus receptor) kotédve jut be a
sejtekbe. A sejtbe kerilt virus kdnnyen athatol a magmembrénon is, igy nyugalmi élla-
potban [évé sejteket is megfertéz. Az adenovirus sejten bellli szaporodasahoz mind a
virus altal koédolt, mind pedig cellularis fehérjék is szilkségesek. A sejtbe vald bejutas
utdn a virus gének kozil elészor az un. korai gének irédnak at (elséként az E1A és
E1B), mely fehérjék feltétlenul sziikségesek a késéi gének atirdsahoz. Az E1A és E1B
fehérjék nélkil a virus nem képes a sejtekben valé szaporodasra. Az elsé generacios
adenovirus alapu vektorok kialakitasa soran az E1A és az E1B géneket eltavolitjdk a virus
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genombdl, és helyiikre illesztik be a terapids gént. Ennek kovetkeztében a virus nem
képes az emberi sejtekben valé szaporodasra, fenntartdsa, el6éallitdsa csak specialis, az
E1A és E1B fehérjéket termel6 (HEK293) sejtvonalakban torténhet. Az adenovirus vek-
torok kivaléan hasznalhaték mind az ex vivo, mind pedig az in vivo génterdpia soran.
Az adenovirus alapu vektorok elénye a retrovirusokkal szemben, hogy a legtobb sejtet
sokkal nagyobb hatasfokkal fert6ézik, és amint azt mar emlitettiik képesek nyugalmi
dllapotban 1évé sejtekbe is bejuttatni a terdpids gént. Az adenovirus alapu vektorok
nem integralédnak a genomba, igy csak ideiglenes génbevitelre alkalmasak, viszont
igy onkogén aktivalédast, malignus transzformaciét sem okoznak. Az adenovirus alapu
vektorok alkalmazasanak legjelentésebb hatradnya az, hogy a legtébb ember élete soran
mar atesett adenovirus fertézésen, igy benniik adenovirus elleni immunitas alakult ki.
Ez esetenként meggatolhatja a terapids gén bevitelét, és/vagy toxikus immunreakcidkat
vélthat ki (3-6).

Uj tipusu vektorrendszerek

A virusvektorok fejlesztése folyamatos. Az elsé-masodik generacids virusvektorok fej-
lesztése soran az egyik alapveté megoldandé feladat a virus vektor szaporodasanak
kizdrasa volt. Az elmult idében klinikai vizsgdlatok sora bizonyitotta ezeknek a virus
vektoroknak a biztonsdgossagat. Az is bebizonyosodott, hogy a vektor molekuldk sza-
porodasképtelensége a daganatterdpia soran ahhoz vezet, hogy a daganatsejteknek
csak kis része veszi fel a terapias gént, igy a génterdpia hatasfoka alacsony lesz. Emiatt
megkezd6dott a harmadik-negyedik generacios feltételes replikaciora, szaporodasra
képes virusvektorok kifejlesztése. Ezeket a virus vektorokat olyan szabalyozé szek-
vencidkkal latjak el, amely csak bizonyos célsejtekben teszi lehetévé szaporodasukat,
normal, egészséges sejtekben nem. Adott esetben igy lehetévé valik, hogy a vektort
pl. intravénas injekcidval juttassuk a kezelendd betegbe. A vektor a terdpids génnel
egyltt a szervezet legtdbb sejtjébe bejuthat, de mivel ott nem képes szaporodasra
egy id6é utan lebomlik. A célsejteket elért vektor-molekuldkban a szaporodast elindité
szabalyozé szekvencidk bekapcsoldédnak, a virusvektor elszaporodik és a terapias gén
kifejti hatasat (3-6).
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V4

Daganatos megbetegedések génterapiaja

A klinikai bevezetés alatt all6 génterdpias eljarasok tulnyomé tobbsége valamilyen
daganatos megbetegedés kezelését kisérli meg. Eddig tobb mint huszezer beteg ese-
tében alkalmaztak valamilyen génterapias eljarast és a betegek kb. kétharmada dagana-
tos betegségben szenvedett. A daganatos betegségek génterapidja soran leginkdbb az
alabbi megkozelitési médokat alkalmazzak: valamilyen gydgyszer-érzékenyité génnek
a daganatos sejtekbe juttatdsa; az immunrendszer daganatelleni aktivaldsa, daganatok
kialakuldsaban szerepet jatszé gének mikodésének szelektiv befolyasolasa és a daga-
natos sejtek elpusztitdsa onkolitikus virusok segitségével.

A daganatos megbetegedések kisérleti génterapidjanak teriiletén az altalam veze-
tett munkacsoport is jelentés eredményeket ért el, ezért el6szor sajat, agydaganatok
kezelésére vonatkozo allatkisérletes eredményeinket ismertetem az irodalmi adatok tiik-
rében (7-10). Ezt kovetSen kitérek arra, hogy a daganatok génterdpias kezelése soran
milyen fontosabb eljarasok keriiltek kiilonb6zd fazisu klinikai alkalmazasra.

Agydaganatok génterdpidja dllatkisérletes rendszerben

Munkacsoportunk sajatossdga, hogy Uj daganatterapias eljarasok kidolgozasa mellett
az ionizalo sugarzas bioldgiai hatasait, beleértve a sugérzas terapias hatasat is tanulma-
nyozza. Ezért kézenfekvé volt, hogy a kiilonb6z6 génterdpias eljarasok daganat ellenes
hatasat sugdrterapidaval kombinacidban vizsgaljuk. A daganatok kozil az egyik legrosz-
szabb progndézisu daganattipust, az agydaganatokat vélasztottuk modellként. A malig-
nus agydaganatok leggyakoribb formdja a glioblastoma multiforme, amely rendkiviil
gyors novekedéssel és invaziv természettel jellemezhetd. A gliomak nem adnak atté-
teket, de lokalis novekedésiik szinte minden esetben korai elhaldlozdshoz vezet. A gli-
omak konvencionalis kezelése m(téti eltavolitasbdl és az azt kovetd sugar-, esetleg
kemoterdpiabdl all. Sajnos, a legmodernebb kezelési eljarasok alkalmazasa esetén is a
betegek 95%-a meghal a diagnoézist kovetd egy éven belil (11-15). A rossz prognézis
mindenképpen sziikségessé teszi Uj terdpids eljarasok alkalmazasat és a klinikumba tor-
ténd bevezetését. A génterdpia egy alapvetden Uj kezelési lehetéség az agydaganatok
terdpidjaban, de munkank kezdetekor igen kevés irodalmi adat allt rendelkezésre arra
vonatkozdan, hogy a génterdpids eljarasok mennyire kombinalhaték sugarterapiaval
(16-17). A daganat elleni génterapias eljarasok kozil elsésorban két protokoll keltette fel
érdeklédésiinket. Az egyik, az immunrendszer specifikus aktivacidja az adott daganat
ellen citokinek segitségével (18-19), a masik a daganatok kemoterdpias szerek irdnti
érzékenységének a novelése, ugynevezett gydgyszer-érzékenyité génekkel (16, 17, 20,
21). Kezdeti eredményeink alapjan végiil egy teljesen Uj megkozelitést is alkalmaztunk,
nevezetesen megkiséreltik agydaganatok sugarérzékenységét fokozni a génterdpia
eszkozeivel (10).
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Egér agytumor modell kialakitdsa, jellemzése

Kisérletes agydaganatokkal végzett munkank kezdetén gondot okozott, hogy nem Aallt
rendelkezéslinkre egy megbizhaté egér agydaganat modell. A tdbb munkacsoport altal
is hasznalt GI261 egér gliomat kis tumor darabok intrakranidlis és szubkutan transzp-
lantacidjaval tartottdk fent allatrol, allatra vald atoltassal (22). Az 1990-es évek elején
egyidejlleg tobb laboratériumban, beleértve a sajatunkat is, sikerilt in vitro névé sejt-
tenyészetet kialakitani a daganatbdl (7-9, 23-27). Részletes jellemzést a GI261 tumor
modellrél azonban csak mi publikaltunk (7, 28). In vitro koriilmények kozott a sejtek
gyorsan nének, kontakt-gatlassal nem rendelkeznek. In vivo korilmények kdzott a sej-
tek agressziv ndvekedést mutatnak mind az eredeti C57BI6 egér gazda torzson, mind
pedig C57BI6 és DBA2 egerek F1 hibridjein (Hidvégi és munkatarsai, nem publikalt
adatok). Intrakranialis transzplantaciot kovetéen 100 sejt is elegend6é ahhoz, hogy a
gazda allatokat megdlje. Az allatok pusztuldsa ebben az esetben, atlagosan a tumor
transzplantacié utani 70. nap kornyékén torténik. Tizezer sejt transzplantacidja utan
az egerek 3-4 hét alatt pusztulnak el (7). Mas szerzok adatai is az intrakranialis GI261
tumor agressziv névekedésére utalnak (25-27, 29). Az egér 4C8 (30), valamint a patkany
C6 (31, 32) gliomak novekedése kevésbé gyors. A C6 modell esetében még az agytumor
spontdn regresszidjat is leirtak (33), ezt mi sosem tapasztaltuk a GI261 modell esetében.

Az in vitro nové GI261 sejtek meglehetdsen sugérérzékenyek, 2 Gy besugdrzas
hataséra a sejtpusztulds mértéke eléri az 50%-ot, és 20 Gy besugarzast gyakorlatilag
egyetlen sejt sem él tul. Erdekes médon, az intrakranidlisan névé tumor sugarrezisz-
tencidja nagyobbnak tlinik: 4-6 Gy lokalis tumor besugdrzas hatdsara az allatok tulélése
csak mérsékelten javul (7). Human adatok is arra utalnak, hogy a glioma sejtek ,belsé”
sugarérzékenysége nem feltétlendl felel meg az in vivo tumor névekedésnek, és ez a
tulajdonsag allhat az emberi gliomak sugarrezisztencidjanak a hatterében (34, 35).

Tanulmanyoztuk a génterdpidban gyakran alkalmazott adeno- és retrovirus alapu
vektorok fertézésének a hatasfokat GI261 sejtekben. A GI261 sejtek nagy hatasfokkal
fertézhet6k adenovirus alapu vektorral: 10 virus/sejt aranyu fertézésnél a sejtek kozel
70% tartalmazza a virust, mig 100 virus/sejt ardnyu fertézésnél az 6sszes sejt vektor-
hordozé lesz (1. dbra).

Mas glioma sejtek esetében az adenovirus vektorok fert6zéképessége kisebb. Szaz
virus/sejt ardnyu fert6zésnél az emberi eredetli U373 glioma sejtek 75%-a, patkany C6 és
9L glioma sejtek 25, illetve 10%-a tartalmazza csak a virust. Adataink szerint a retrovirus
vektorok fert6zési hatékonysaga igen alacsony (<5-10%) (7). Egér astrocytoma SMA-560
sejtek esetén a retrovirus vektorok fert6zési hatékonysaga elérheti a 30%-ot is (36).

GI261 sejtekben jelenlévé onkogén elvaltozdsokat tanulmanyozva megéllapitottuk,
hogy mind a p53, mind pedig a K-ras gén mutaciét hordoz. A p53 mutacidk jelenléte
igen gyakori emberi agydaganatokban és altaldban a rossz prognézis jele (37, 38). K-ras
mutacidk altaldban alacsony frekvencidval vannak jelen emberi gliomakban (39). Nem
zarhaté ki, hogy a GI261 tumor esetében a K-ras mutéacié annak kdvetkeztében alakult
ki, hogy a tumort kémiai karcinogénnel indukaltak. A GI261 sejtekben megemelkedett a
myc onkogén expresszidja is. Myc aktivacié meglehetésen ritka emberi agydaganatok-
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1. abra. Adenovirus alapu vektorok génbeviteli hatasfokanak tanulmanyozasa G261 sejteken.
GI261 sejteket kiilonboz6 virus/sejt ardnyban fertdéztlink B-galaktoziddz enzimet kédolé rekombinéans
adenovirus vektorral. A B-galaktoziddz gént tartalmazo sejteket X-Gal pufferben festettilk meg.

ban, dmbar néhany esetben szintén kimutattdk a myc onkogén fokozott expresszidjat
és amplifikacidjat (40), valamint a fehérje fél-életidejének meghosszabbodasat is (41).
Egy kisérletes tumor modellnél igen fontos az alkalmazott sejtek immunrendszert
aktivalé hatasanak a mértéke. Amennyiben a sejtek jelentés daganatellenes immunak-
tivitast kivaltdo képességgel rendelkeznek, ez jelentésen befolyasolhatja a kiilonb6z6
agensekkel végzett terdpia eredményességét. Az immunaktivalé hatasban fontos sze-
repe lehet az MHCI, MHCII antigének jelenlétének, valamint a ko-stimulator molekulak
(B7-1, B7-2) expresszidjanak is. Erés invaziv hatdssal rendelkezé human gliomakban az
MHCI és MHCII expresszié csOkken (42). Patkany C6 és 9L glioma sejtekben is minimalis
az MHC szint (43, 44). Ujabban kimutattdk, hogy emberi glioblasztomabél kialakitott
sejtkultdrakban, a folyamatos atoltasok sordn né az eredeti daganathoz viszonyitva
az MHCI és MHCII antigének, valamint a B7-2 receptor sejtfelszini expresszidja (45).
Kutaté csoportunk a GI261 sejtekben MHCII antigén expressziét nem tudott kimutatni.
Az MHCI expresszié azonban fokozédott a kontroll egér agyban mérthez viszonyitva.
Kilonboz6 citokinek MHC expressziora valé hatasat tanulmanyozva megallapitottuk,
hogy csak az IFNy fokozta az MHCI, és aktivalta az MHCII expressziot. Az IFN-y MHC
antigén expressziot ndveld hatdsat kordbban mas glioma sejtekben is kimutattak (23,
36, 46, 47). Adataink szerint besugdrzas hatasara nem valtozott GI261 sejtekben az MHC
antigének expresszidja. Hasonlé eredményeket publikaltak patkany 9L gliomara vonat-
kozdan is (47). Ezzel szemben emberi és egér melanoma sejtekben letdlis dézisu ionizald
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sugarzas fokozhatja az MHC szintet (48). Alacsony, de jol kimutathaté mértékd B7-1 és
B7-2 expressziot talaltunk GI261 sejtekben. B7 expresszid, egyébként nincs jelen egész-
séges egér agyban. B7 expressziét kordbban nem talaltak emberi gliomakbdl kialakitott
sejtvonalakban sem (49).

A GI261 sejtek képesek egy kismértékd daganatellenes immunreakcié kivaltaséra
besugarzott sejtekkel transzplantalt C57Bl16 egerekben. Vizsgalataink szerint, ha a tumor
sejtek transzplantacidja el6tt 3-7 nappal az egereket elékezeltiik, besugdrzassal el6lt
GI261 sejtekkel, akkor az egerek egy részében nem eredt meg a daganat (2. dbra).
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Napok a tumor transzplantacié utan

2. abra. Agydaganatos egerek tilélése, besugarazott daganatsejtekkel valé el6-vakcinaciot
kovetden. Az egereket GI261 sejtek intrakranidlis oltasa el6tt vagy utan kilonb6z6 idépontokban
szubkutan oltassal vakcinaltuk 20 Gy y-sugarzassal eldlt GI261 sejtekkel.

Ez nyilvdnvaléan a daganatsejtek elleni immunaktivacié kdvetkezménye. Vélemé-
nylnk szerint az immunaktivacidban szerepet jatszhat a GI261 sejtekben jelenlévd
megemelkedett MHCI expresszid, valamint a B7 ko-stimulator molekuldk jelenléte is.
Meg kell emliteni, hogy a jelenleg hasznalatos allati tumor modellek t6bbsége is immu-
naktivalé hatdssal bir. Blume és munkatarsai mar 1974-ben leirtdk, hogy patkany 9L
glioma sejtek erés immunrendszert aktivalé hatdssal rendelkeznek (50). Elolt sejtekkel
el6kezelt patkanyok 89% visszautasitotta az intrakranidlisan, vagy szubkutan transzp-
lantalt daganatsejteket. A C6 patkdny glioma modell is immunogén (51). Mas patkany
glioma sejtek (F98, CNS-1, RG2) joval kisebb mértéki immunrendszert aktivalé hatassal
rendelkeznek (52-54).

A GI261 sejtek ellen kialakult immunitas, tartés. Ha besugdrzassal eldlt GI261 sej-
tekkel el6immunizalt, vagy a GM-CSF (granulocita-makrofag colonia stimulalé faktor)
termelé vakcinakkal meggydgyitott egerekbe (Id. késébb) 6 hénappal késébb GI261
sejteket transzplantaltunk, a daganat nem eredt meg. Hasonlé eredményekre jutottak
Plautz és munkatdrsai is, amikor GI261 agydaganatot hordozé egereket kezeltek nyirok-
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csomokbdl izolalt, és in vitro felszaporitott T-limfocitdkkal. Ha a kezelés eredményeként
meggyogyult allatokba 60 nappal késébb GI261 sejteket transzplantaltak, a daganat
nem eredt meg (25). Leirtdk, hogy hosszu tavu daganatellenes meméria alakult ki GI261
tumoros egerekben IFNB kezelés hatasara is (55). A hosszu tava memoria szintén kimu-
tathato 9L sejtekkel kialakitott patkédny glioma modellben (56).

Véqll, szeretném hangsulyozni, hogy jollehet a GI261 tumor sejtek kétségtelendil
rendelkeznek egy mérsékelt immunaktivalé hatdssal, de elé-vakcinalds hidnyaban - még
kis transzplantalt sejtszdm esetén is - az 0sszes tumor megered. Emellett, ha az allatokat
a tumor transzplantacié napjan, vagy néhany nappal késébb vakcindltuk besugarzassal
osztodasra képtelenné tett GI261 sejtekkel, szintén az 6sszes daganat novekedésnek
indult. Ez azt sugallja, hogy elé-vakcinalds hidnyaban az aktival6dé immunrendszer nem
tudja felvenni a versenyt a rohamos daganatndvekedéssel. Adataink azt bizonyitjak,
hogy a GI261 egér glioma modell alkalmazasa igen hasznos lehet a legkiilonb6zébb
agensek terapids hatasainak tanulmdanyozasa soran, a mérsékelt immunaktivalé hatast,
annak lehetdségét, azonban feltétlenil figyelembe kell venni az eredmények értéke-
[ésénél.

Egér agydaganatok génterdpidja gydégyszer-érzékenyité génekkel

Az agydaganatok jovébeni kezelésében jelent6s lehet a daganatok kemoterapids sze-
rekkel szembeni érzékenységének a fokozasa, gyogyszer-érzékenyité gének daganat-
sejtbe valé bejuttatasaval. A kemoterapias szerek iranti génterdpias érzékenyités alapja
az, hogy a legtobb daganatellenes szer 6nmagdban nem hatdsos, nem toxikus a sej-
tekre. Ezek a gydgyszerek a sejtekben metabolikus aktivacion mennek keresztil és
csak a metabolit rendelkezik citotoxikus hatassal. Ha a metabolikus enzimeket szelektiv
modon be tudjuk juttatni a daganatsejtekbe, akkor ott a kemoterdpias szer fokozott
helyi aktivacidja megy végbe. Ezdltal a szisztémasan adott kemoterdpias gydgyszerek
daganaton beliili lokalis koncentracidja jelentésen megné és fokozott terdpias hatas
érhetd el. Az eljaras segitségével elsésorban a primer daganat gydgyithaté. A leg-
gyakrabban hasznalt gydgyszer-érzékenyitd eljaras a timidin kindz/ganciclovir rendszert
alkalmazza. A ganciclovir a herpes simplex virus elleni gydgyszer, amely énmagaban
nem toxikus emberi sejtekre, mivel az emlés sejtek nem képesek toxikus metabolitot
késziteni bel6le. Ezzel szemben egy, a herpes simplex virus altal kodolt enzim, a timidin
kindz igen erésen toxikus szarmazékka alakitja. Ganciclovir (GC) kezelést kdvetben igy
csak a herpes virus altal fertézott sejtek pusztulnak el. A génterapias eljaras soran a
kezelendé daganatsejtekbe beviszik a herpes simplex virus timidin kinaz (TK) génjét.
A TK enzim foszforildlja a ganciclovirt és a keletkezé metabolit gatolja a DNS polime-
razokat. A gatlas hatasara a TK gént tartalmazé sejtek elpusztulnak (57-59).

A GC/TK rendszer jol m(ikodott patkany agydaganat modell rendszerekben (21,
59-61), de nem bizonyult hatdsosnak a klinikai kiprébalas soran (63-68). Az eredmény-
telenség magyarazata az alacsony génbeviteli hatasfokban, a kemoterapidval szembeni
rezisztencia kifejlédésében és a kevéssé hatékony ,bystander” hatasban keresendé (17,
69-74). A bystander, vagy mdas néven ,szomszédsagi” hatds sordn a TK tartalmu sej-
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tekben metabolikus aktivacion atesett ganciklovir atkeril a szomszédos, TK gént nem
tartalmazé sejtekbe is, azok pusztuldsat okozva. Ugy gondoltuk, hogy a gydgyszer-re-
zisztencia kiépuilése és a bystander hatas esetleg médosithatd, ha nem egy, hanem egy-
szerre ketté gyogyszer-érzékenyité gént juttatunk a daganatsejtekbe és a ganciclovir
mellett az egyik leggyakrabban hasznalt kemoterapids szerre az 5-fluorouracilra (FU) is
megprébaljuk fokozottan érzékennyé tenni a glioma sejteket. EmISs sejtekben az FU
el6szor nukleozid-fluorouridin-né metabolizélédik az uridin-foszforilaz enzim hatdasara,
majd 5-fluoro-2'-uridine-5-monofoszfattd (FUMP) foszforildlédik az uridin-kindz enzim
segitségével. Az FUMP beépiilhet az RNS-be FUTP-n keresztiil, vagy tovabb metaboliza-
I6dhat FAUMP-vé. Az FAUMP er6s gatlo hatassal rendelkezik a timidilat szintaz enzimre,
amely kulcsfontossagu a dTMP szintézise soran. A dTMP a DNS szintézis egyik prekur-
zor molekulaja (20, 21, 75). Sajnos mind az FU iranti rezisztencia, mind pedig az FU
toxikus mellékhatasai iranti érzékenység jellemz6 a daganat terdpiaban. Két lehetéség
kinalkozik ennek a problémanak a megoldasara. Az egyik, hogy az FU-t a nem-toxikus
5-fluorocitozinbdl (5-FC) készitjiik a daganatsejten beliil. Az 5-FC lebontasara az emlés
sejtek nem képesek, de a daganatsejtekbe bejuttathatjuk, az 5-FC metabolikus aktiva-
ciéjara képes bakteridlis, vagy éleszté eredet( citozin-deaminaz (CD) enzim génjét (21,
57). Az 5-FC/CD rendszert sikeresen alkalmaztak kisérletes kolorektalis tumorok (76,
77), valamint patkany és human glioblasztoma xenograftok terapiajara (57, 78). A masik
lehetdség, az E. coli uracil-foszforibozil-transzferaz (UPRT) gén daganatsejtekbe vald
bejuttatasa. Az UPRT enzim az FU-t kdzvetlenil, és igen eredményesen FUMP-vé ala-
kitja (20, 75).

A GC/TK és az FU/UPRT rendszer egylttes hatasanak tanulmanyozasara kialaki-
tottunk egy olyan adenovirdlis vektorrendszert (AdexCA-UPTK), amely mind az FU-ra
érzékenyité UPRT gént, mind pedig a ganciclovirre érzékenyité Herpes simplex virus
timidin-kindz gént tartalmazta. Vizsgaltuk, hogy e gének bevitele, hogyan befolyasolja
a megfelel6 kemoterapias szerek hatasat agydaganatos egerekben. Kilon hangsulyt
fektettlink az eljaras sugarterapidval valé kombindlasara. Utébbi azért is jelentds, mert
jol ismert az FU sugarérzékenyit6é hatasa (76, 77, 79, 80).

Vizsgdlataink soran el8szor in vitro korilmények kozott tanulmanyoztuk a két
gyogyszer-érzékenyité gént tartalmazd kombinacié hatasat. Megfigyeltiik, hogy a GC
Onmagaban nem toxikus a gydégyszer-érzékenyité géneket nem tartalmazé sejtekre,
mivel eml8s sejtekben nincs olyan enzim, amely a metabolikus aktivacié elsé |épését
el tudja végezni. Az AdexCA-UPTK fertézott sejtekben a GC toxicitdsa a koncentracié
figgvényében né (3. dbra). Az FU 6nmagaban is citotoxikus hatassal bir, mivel emlés
sejtek képesek az aktivalasara. Az UPRT enzimet kdédolé AdexCA-UPTK hatasara azon-
ban erésen né az FU sejtpusztité hatasa is.

A virust nem tartalmazo sejtekben a kombindlt GC+FU kezelés hatasa lényegében
megegyezett az FU egyeddli hatdsaval. A gydgyszer-érzékenyité géneket tartalmazé
sejtekben azonban lényegesen kifejezettebb sejtpusztulas figyelheté meg (3. abra).
Végil a gydgyszer-érzékenyité génterdpia és a besugarzas egylttes hatasat tanulma-
nyoztuk. A 2 Gy sugardozissal kezelt, virust nem tartalmazé sejtek mintegy 45%-a élte
tul a sugdrhatast. A gyégyszer-érzékenyité gének hianyaban alacsony FU és GC kon-
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3. abra. GI261 sejtek GC, FU és ionizal6 sugarzasra valo érzékenységének valtozasa gyégyszer-
érzékenyité gének hatasara. GI261 sejteket 100 virus/sejt aranyban fertéztiik AdexCA-UPTK virussal,
citotoxicitas assay-vel tanulmanyoztuk FU, GC és sugar-érzékenységiket. A sugdrhatast 2 Gy sugérddzissal
valé besugarzas utan kévettiik nyomon.

centracioknal (0,001 - 0,01 uM) nem lattunk fokozott citotoxikus hatdst besugarzasra.
A gyogyszer-érzékenyité gének jelenlétében azonban a besugérzas és FU+GC egyiittes
hatasara 0,01 uM gydgyszer koncentracional az 6sszes sejt elpusztult (3. dbra).

A gyogyszer-érzékenyitd gének hatasat in vivo modellen is tanulmanyoztuk. A vizs-
galatok soran kisérleti egerekbe vadtipusy, illetve az AdexCA-UPTK virust tartalmazé
sejteket transzplantaltuk szubkutan, vagy intracranialis oltassal. A virust tartalmazé sej-
tek in vivo ndvekedése szubkutan korilmények kézott megkilonboztethetetlen volt a
virust hordozé sejtekétél (4. dbra).

Kontroll 4llatokban a daganat névekedése nem véltozott lényegesen sem FU, sem
GC, sem pedig FU+GC kezelés hatasara. A gydgyszer-érzékenyité géneket tartalmazo
daganatok kezelése soran az FU-nak jelentés daganatndvekedést gatlé hatasa volt. GC
és GC+FU kezelés hatasara pedig az allatok meg is gydgyultak (4. dbra).

Hasonlé eredményeket kaptunk intrakranidlis daganatot hordozé egerekben is, ahol
a kemoterapids szerek hatasat jelentésen befolydsolhatja a vér-agy gat. A virust tartal-
maz6 daganatok novekedése megegyezett a virust nem hordozé daganatok progresz-
szidjaval. A gydégyszer-érzékenyité gének hidnyaban egyik kemoterapids szernek sem
volt kimutathaté daganatndvekedést gatlé hatdsa. A gydgyszer-érzékenyité géneket
hordozé csoportban FU kezelés hatdsara az agydaganatos egerek 10-20%-a, GC kezelés
hatasara pedig 40-50%-a gyogyult meg. A leger6sebb daganatndvekedés-gatlé hatast
a kombinalt FU+GC kezelés mutatta, az agydaganatos egerek 60-80%-a tumor-mentes
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4. abra. Tumor novekedés gatlas gyogyszer-érzékenyité géneket tartalmazé szubkutan
daganatokban. Gyogyszer-érzékenyité géneket tartalmazé GI261 sejteket transzplantaltunk szubkutan
oltassal C57Bl6 egerekbe. Az éllatokat egyszeri intraperitonealis oltassal FU-val (10 mg/kg), GC-vel
(5 mg/kg), vagy a ketté kombinacidjaval kezeltiik, mértik a daganat névekedését.

lett (5. dbra), alatdmasztva az in vitro eredményeket, miszerint a legjelent&sebb citotoxi-
kus hatéssal a kombinalt kezelés bir.

A kombinalt gyégyszer-érzékenyité rendszerek kedvezé terapias hatasait patkany 9L
(57) és C6 (81) modellekben is kimutattak a GC/TK és az FC/CD rendszerek alkalmaza-
saval. Kordbban emlitettem, hogy az FC/CD rendszer az 5-fluoro-citozint (FC) alakitja at
toxikus termékké az éleszté eredet( citozin-deaminaz (CD) enzim segitségével. Aghi és
munkatdrsai szerint a GC/TK és az FC/CD kombindacié esetében a két rendszer sziner-
gizmusa azért kovetkezik be, mert a GC foszforilacidja né a CD rendszerben keletkezd
FU hatéasara (57). Erdekes modon, Ujabban Moriuchi és munkatarsai azt publikaltak,
hogy a GC/TK és az FC/CD rendszerek kombinacidjaval a terdpias hatas rosszabb, mint
az egyes modalitasok egyediili alkalmazéasakor (82). Véleménytik szerint vagy az FAUMP
TK altali foszforilacidja csdkkenti az FC/CD rendszer citotoxicitasat, vagy pedig a TK
altal foszforildlt GC toxikus hatdsa csokken egy CD déltali deamindacié kovetkeztében.
Mindenesetre az altalunk alkalmazott FU/UPRT és GC/TK kombinacié lényegesen jobb
hatassal birt, mint az egyedili rendszerek. Ennek egyik oka az lehet, hogy a CD 4ltali GC
deaminacié nem kovetkezhet be a munkacsoportunk altal alkalmazott kombinaciéban.

A gyogyszer-érzékenyité génterdpia klinikai alkalmazésa soran a terapias gént hor-
doz6 vektort kdzvetleniil a daganatba kell injekciozni. Mivel az elsé és masodik genera-
Cios virus vektorok szaporodésra képtelenek az emlés sejtekben, nagy valdszinliséggel
csak az injekcids szurcsatorna korili szovetrészletekbe kerll be a terapias gén. Ezért
igen jelentGs szerepe lehet a terapia hatasfokanak alakitasaban a bystander hatasnak.
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5. abra. Tumor novekedés gatlas gyogyszer-érzékenyité géneket tartalmazé agydaganatokban.
Gyogyszer-érzékenyité géneket tartalmazé GI261 sejteket transzplantaltunk intrakranialis oltassal C57BI6
egerekbe. Az allatokat egyszeri intraperitonealis oltassal FU-val (10 mg/kg), GC-vel (5 mg/kg), vagy a kettd
kombinacioéjaval kezeltik.

A bystander hatds sordn, a génterdpids kezeléssel moédositott sejtek kommunikalnak a
kornyezetiikben jelenlévé daganatsejtekkel. A kommunikacié révén toxikus metabolitok
keriilhetnek még a tavoli kdrnyezetben 1évé sejtekbe is, és ennek hatasara az érintett
sejtek elpusztulhatnak (82-85). Vizsgalataink szerint, a GC/TK és az FU/UPRT rendszerek
kombinacidja esetén jelentés bystander hatdssal kell szdmolni: a GI261 agydaganatot
visel6 egerek 30-40%-a akkor is meggyoégyult, ha a daganatsejteknek csak 10%-a hor-
dozta a terdpias géneket (6. dbra).

Itt szeretnénk megemliteni, hogy a bystander hatas mellett, a gydgyszer-érzéke-
nyité géneket nem tartalmazé daganatsejtek elpusztitdsdhoz az immunrendszer is
hozzdjarulhat. Ekkor, els6é l1épésként az immunrendszer a terapids gén ellen aktivalo-
dik. Ennek hatasara egy kovetkezd lépésben a teljes daganat elleni immunaktivacio
is kialakulhat, fliggetlenil attél, hogy a daganatsejtek hordozzék-e az adott terapias
gént, vagy sem (86).

Alapvet6 kérdés, hogy a gydgyszer-érzékenyitd génterdpia hogyan haszndlhaté az
agydaganatok terapiadjaban jelentds szerepet betolté sugarterdpiaval kombinacidban.
Tobb kedvezd egyltthatas is valdszinlsithetd. A sugarterapia elpusztithatja a daganatos
sejtek jelentds részét, nagyobb esélyt adva, a kisebb tumor méret révén a gydgyszer-ér-
zékenyité géneket hordozd virus vektorok penetracidjara. Kisebb tumor méret esetén a
bystander hatas is jelentésebb lehet. Emellett, tobb, a gydgyszer-érzékenyité géntera-
pidban alkalmazott kemoterapias dgensnek sugarérzékenyité hatdsa is lehet (pl. FU). Az
FC/CD rendszerrdl kordbban tdbben is bizonyitottak a sugarérzékenyit6é hatast fej-nyaki
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6. abra. A gyogyszer-érzékenyité génterapia bystander hatasa. C57BI6 egerekbe
gyogyszer-érzékenyité géneket tartalmazo és azt nem tartalmazo sejtek kiilonb6z6 keverékeit
transzplantéltuk intrakranidlisan. Az allatokat FU+GC kezelésnek vetettiik ala és kovettiik a tulélést.

(80), kolorektalis (76, 87) és 9L (88) kisérletes tumor modellekben. Sajat vizsgalataink
azt bizonyitjak, hogy az FU/UPRT és GC/TK rendszerek kilon-kiilon és egylittesen is jol
kombinalhatdk lokalis tumor besugarzassal. In vitro kordlmények kozott a TK és UPRT
enzimeket hordozé GI261 sejtekben a besugdrzas mintegy harom nagysagrenddel
fokozta az FU és a GC egydittes citotoxikus hatasat (3. abra). In vivo korilmények kozott
a GI261 tumort hordozé allatok esetében is igen kedvezé hatast lattunk a génterapia
és a sugarterapia kombinaciojatol. A kombinalt terapia abban az esetben is hatasosnak
bizonyult, ha a daganatsejteknek csak 25, illetve 10%-a volt virushordozé, ekkor 60-70,
illetve 40-50%-o0s tulélési értékeket kaptunk (7. dbra).

Az eddig ismertetett vizsgdlataink sordn olyan daganatokat kezeltiink, ahol a daga-
natsejtek eleve tartalmaztak a gyogyszer-érzékenyité géneket. Ez természetesen tavol
all a klinikai helyzettdl, arra viszont alkalmas, hogy tanulmanyozzuk, hogy optimalis
korilmények kozott mikodik-e a rendszer. Vizsgalataink soran megprébaltunk a klini-
kai szituacidhoz hasonlité vizsgalatot is bedllitani. C57BI6 egerekbe szubkutan oltassal
olyan GI261 sejteket transzplantaltunk, amelyek nem tartalmaztak a gydgyszer-érzéke-
nyité géneket. Harom és 10 nappal a tumor sejtek transzplantaciéja utdn a daganatba
kozvetlenilll beinjekciéztuk a gyogyszer-érzékenyité géneket kédold AdexCA-UPTK
virust és az allatokat 5-5 napon keresztiil FU+GC-vel kezeltiik. Tanulmanyoztuk a lokalis
sugarterapiaval valé kombinacié eredményességét is (2-2 Gy a daganatsejt transzplan-
tacié utani 3. és 10. napon). A virus injekcido nem befolyasolta a daganat névekedését.
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7. abra. Gyogyszer-érzékenyit6é génterapia és tumor besugarzas kombinacidja agydaganatos
egerek kezelésére. Az agydaganatot 1x105 sejt intrakranialis transzplantacidjaval alakitottuk ki.

A transzplantaciora haszndlt sejtek 100, 25 és 10%-a tartalmazta a gydgyszer-érzékenyité géneket. Az
allatokat FU+GC és 4 Gy lokalis besugarzas kombindacioival kezeltiik és kovettiik a tulélést.

Onmagaban az FU+GC kezelés mérsékelt daganat ellenes hatéssal birt, a terapias hatast
azonban jelentésen novelte a gydgyszer-érzékenyité gének kodzvetlen daganatba vald
injekcidja (8. dbra). A lokalis besugarzasnak dnmagdban is jelentés tumor névekedés
gatlé hatdsa volt. A daganat sugarérzékenységét nem novelte a gyodgyszer-érzékenyitd
géneket hordozo virus jelenléte. A lokalis besugdrzas és az FU+GC kezelés kombina-
cidja jelentds terdpias hatdssal birt. A legjobb daganatellenes hatast akkor értik el,
ha a besugérzast és az FU+GC kezelést a gydgyszer-érzékenyité gének jelenlétében
végeztlik el. Az eredmények azt sugalljak, hogy a két gydgyszer-érzékenyité génnel
végzett génterdpia és a lokalis besugarzas kombindcidja igéretes lehet agydaganatok
kezelése soran.

A terapias eredmények val6szin(ileg még tovabb is javithatok harmadik generacios,
a daganatsejtekben specifikus szaporodasra képes virusvektorok alkalmazasaval (89-
97). Besugarzas hatasara aktivalddé promoterek segitségével azt is el lehet érni, hogy a
génterdpias vektor csak a sugarzassal kezelt daganatsejtekben aktivaldédjon; ez teljesen

Sajat eredményeinket 6sszefoglalva, elmondhatjuk, hogy a két gydgyszer-érzéke-
nyité gént tartalmazo génterapias rendszer sokkal kedvezébb hatdassal bir, mint ha csak
eqgy terapias gént alkalmaznank.
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8. abra. A gyogyszer-érzékenyité génterapia és a lokalis tumor besugarzas hatasa a
daganatnovekedésre. A szubkutan daganatokat gydgyszer-érzékenyité géneket nem tartalmazé GI261
sejtek oltasaval alakitottuk ki. Harom és 10 nappal a transzplantaciét kdvetéen 1x10° AdexCA-UPTK
virust injektaltunk a daganatba. Az allatokat FU+GC-vel kezeltiik 5 napon keresztiil, majd 2 nap szlinet
utdn még egyszer 5 napon at. Egyes csoportokban a kemoterapias kezelést lokalis tumor besugarzassal
egészitettlk ki (2 Gy réntgen-sugarzas a 3. és a 10. napon).

A daganatellenes immun-vdlasz aktivdldsa génterdpids eljdrdssal

Régi megfigyelés, hogy a kezelhetetlennek tliné daganatos betegek egy igen kis része
vdratlanul meggyogyul. Az ilyen esetek jelentds részének a hatterében nagy valdszindG-
séggel a daganatellenes immunvalasz aktivalédasa all. Ismert, hogy az immunrendszer
sejtjei kiilonboz6 citokinek segitségével kommunikalnak egymassal. Feltételezték, hogy
amennyiben daganatsejtekbe citokineket kddolé géneket juttatunk be, a lokalisan ter-
mel6dé citokinek novelik a daganatsejtek immunogenitdsat és ezaltal aktivalhatjdk a
szervezet immunrendszerét a daganat ellen. Ezt kovetéen az aktivalédott immunrend-
szer eltavolithatja a primer daganatban, valamint a metasztazisokban jelenlévé daga-
natsejteket is. A citokin kédolé gének daganatsejtekbe valé bejuttatasara két eljaras
lehetséges. Az egyik az un. in vivo, vagy in situ terdpia. Ebben az esetben a citokine-
ket kédolé géneket valamilyen vektor molekula segitségével kdzvetlenil a daganatba
injekcidzzuk. A daganatsejtek felveszik és kifejezik a citokin géneket. Az eljaras hatra-
nya, hogy nagymennyiségu virusvektor keril kdzvetlenil a betegbe. A daganatsejtek
genetikai médositasa in vitro korilmények kodzott is megtdrténhet. Ekkor a betegbél
m(téti uton eltavolitjuk a daganat jelent8s részét, és a daganatbdl primer sejtkultu-
rat készitlink. Az in vitro névé daganatsejtekbe juttatjuk be a megfeleld citokin gént,
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majd a daganatsejteket a sejtosztodas ledllitdsa céljabol nagy dézisu ionizalé sugdrzas-
sal besugarazzuk. A besugarazott, de még néhany napig citokineket termeld sejteket
mintegy vakcinaként, intrakutan, vagy szubkutan injekciéval visszajuttatjuk ugyanabba
a betegbe, amelybdl az eredeti daganatot eltavolitottuk. Az eljarastdl azt varjuk, hogy
a vakcinacié hatasara az immunrendszer aktivalédik a daganat ellen (108, 109).

Jol ismert, hogy a kdzponti idegrendszer immunoldgiai szempontbdl kiilonleges
hely. Tobb tényezé is hozzajarulhat ehhez: az agyi erek endoteljeinek szerkezete gatolja
a makromolekuldk, virusok, sejtes elemek bejutasit az agyba (vér-agy gat); a limfati-
kus rendszer hianya; az MHC molekuldk expresszidjanak a nem megfelel6 volta. Ezek
a tényezdk gatolhatjdk az eredményes daganatellenes immunvalasz kialakuldsat az
agyban. Mindezek ellenére vannak arra vonatkozé bizonyitékok, hogy a T-limfocitak
atjuthatnak a vér-agy gaton és eredményes, daganatndvekedést gatlé immunvalaszt
kozvetithetnek (110, 111).

A fentiek alapjan ugy dontoéttik, hogy tanulmanyozzuk azt, hogy a citokin termelé
autolég daganatsejtekkel végzett immunizacidonak milyen lehetéségei vannak agyda-
ganatok kezelésében, és hogy ez az immunaktivaciés terdpia hogyan kombinalhato
sugarterdpiaval. Irodalmi el6zmények alapjan tobb munkacsoport is tanulmanyozta
a kulonb6zé immunaktivacios lehetdségek terdpids hatasat kisérletes intrakranialis
daganatokban. Az alkalmazott tumor modellek magukba foglaltak az intracerebrali-
san transzplantalt melanomaékat (112-114), valamint patkény (115-123) és egér (124-129)
glioma sejteket. Az immunstimulalé géneket a legkillonfélébb génbeviteli eljarasokkal
(retrovirusok, vakcinia virus, plazmidok és liposzomak) juttattak a célba vett sejtekbe.

Erdekes médon, munkank kezdetéig egyetlen munkacsoport alkalmazott csak
adenovirus alapu vektorrendszert agydaganatok kezelésére (130). Véleménylink sze-
rint, daganatos megbetegedések kezelése sordn az adenovirus alapu vektorrendszer-
nek jelentds elényei lehetnek mas génbeviteli eljarasokkal szemben, mivel a génbevitel
hatasfoka adenovirusok alkalmazasa esetén joval magasabb. Az adenovirus vektorok
nem csak egér, hanem emberi glioblasztéma sejtekbe is képesek nagy hatasfokkal
bejuttatni a terdpids gént (Safrany és munkatarsai, nem publikdlt adatok). Egy masik
jelentds elénye az adenovirus vektoroknak, hogy a transzdukcié soran alkalmazott
virus/sejt arany fliggvényében valtozik az egy sejtbe bejutott vektormolekulak, és igy
a terapids gének szama. Ezaltal kdnnyen valtoztathaté a terdpias gén, esetiinkben a
kilonbozé citokinek sejten beliili koncentracidja (9. dbra).

A vakcinacidra hasznalt sejteket a sejtosztodas gatlasa céljabdl nagy dézisu ionizald
sugdrzassal kezeltiik. Vizsgaltuk, hogyan alakul a 10, illetve 20 Gy dézissal besugarazott
sejtek citokin termelése. A 10. dbrdn megfigyelhet6, hogy a besugarazott sejtek citokin
termelése kozel egy hétig lényegében azonos a nem besugarazott kontroll sejtekével.

Az agydaganatos allatok immunrendszerét autolég, citokin termeld sejtekkel vég-
zett vakcinaciéval kivantuk a daganat ellen aktivalni. Fontos, hogy a vakcinalt dllatokban
hogyan alakul a sejtek citokin termelése. Ennek tanulmanyozasara GI261 sejteket egér
GM-CSF-et kédol6 adenovirus vektorral fertéztiik és huszonnégy 6raval a fertézés utan
a sejteket 20 Gy y-sugarzassal kezeltlk. A sejtek altal termelt citokin szint valtoztatasa
céljabol a besugarazott, citokin termeld sejteket, kiilonb6zd aranyban kevertiik cito-
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9. abra. Citokin termelés rekombinans adenovirussal novo Gl261 sejteket kiilonbozo

fert6zott egér GI261 sejtekben. G261 sejteket fertéztiink citokineket koédolé adenovirus

kiilobnb6z6 virus/sejt aranyban GM-CSF-et vagy IL-2-t alapu vektorral fertéztik, kiilon-

kodold adenovirus vektorokkal. 24 6raval a fertézés utan b6z6 (10, 50, 100, 200, 300) virus/

meghataroztuk a citokin szinteket a sejtkultira médiumban R 3 e
sejt aranyban. A kiilonb6z6 virus/

sejt aranyu fertézéssel készitett vakcinak altal termelt citokinek mennyisége aranyos volt
a fert6zési arannyal. Negyvennyolc 6éraval a virusfertézés utan a citokin termel6 sejteket
20 Gy y-sugarzassal besugaraztuk. A vakcindk terdpias hatasanak vizsgalatdra agydaga-
natos egereket szubkutan oltottunk a citokineket termel6 sejtekkel. Vizsgalatainkban a
citokinek igen széles skalajat alkalmaztuk (IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, GM-CSF, LIF, LT, TNF-a
és IFN-y) vakcina készitésre. Rajtunk kivil senki sem tanulmanyozta ennyi kiilonb6z6
citokin terapids hatasat. Az IL-6-ot, IL-7-et, TNFa-4t illetve LT-t termelé vakcindk eseté-
ben semmilyen szignifikdns terdpias hatast nem észleltiink agydaganatos egerekben.
Eredményeink alapjan féleg az IL-2, IL-4, IL-12 és GM-CSF termelé autol6g daganatsejtek
hasznalhatdk igen eredményesen agydaganatok kezelésére. Ez megegyezik mas daga-
nattipusoknal taldltakkal, miszerint GM-CSF (113-114, 125, 127), IL-4 (112, 115, 116, 119,
122), IL-12 (118, 121) és IL-2 (118, 120, 128, 130) daganatsejtekben torténd termeltetése az
immunrendszer daganatellenes valaszreakcidjat valthatja ki. Eredményeink azt is mutat-
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10. abra. IL-2 termelés rekombinans adenovirussal fert6z6tt egér glioma 261 sejtkultiraban.
GI261 sejteket fert6ztlink 200 virus/sejt aranyban egér IL-2-t termelé adenovirussal. 24 6raval a fertézés
utén a sejteket 10, ill. 20 Gy gamma-sugarzassal kezeltlk. A besugarzas utan kiilénb6z6 idépontokban

mértiik a sejtkultura médiumban az IL-2 mennyiségét.

140 T Il kontroll
|_] vakcinalt; citokint nem termel6, besugarzott
120 + daganatsejtekkel

% vakcinalt; 1:3 aranyban GM-CSF-et termel6

100 és nem termeld besugarzott tumosejtekkel

. vakcinalt; 1:1 aranyban GM-CSF-et termelé
és nem termeld besugarzott tumosejtekkel

80 T = vakeinalt; GM-CSF-et termels
besugarzott tumosejtekkel

GM-CSF koncentracié (pg/ml)

0 24 48 72

id6 (ora)

vakcinacioé utan, C57BI6 egerek vérében. GI261 sejteket 300 virus/sejt aranyban fert6ztiink GM-CSF-et
kédold adenovirus vektorral. 24 6raval a fertézés utan a sejteket 20 Gy y-sugérzassal besugaraztuk.
A sejteket kiilonb6zd ardnyban kevertiik besugarazott, GM-CSF-et nem termeld sejtekkel (1:1 és 1:3),
majd egészséges egereket vakcinaltunk 1x10° sejttel. A vakcinalt allatoktol kézvetlendil az oltas el6tt,
majd az oltas utan 24, 48, 72 és 96 6raval vért vettiink és mértik a GM-CSF koncentraciét az allatok
vérplazmajaban.
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12. dbra. Agydaganatos egerek tilélése GM-CSF-et termel6 daganatsejtekkel torténé vakcinalas
utan. GI261 sejteket kiilonb6z6 virus/sejt ardnyban fertéztiink GM-CSF-et kdédolé adenovirus vektorral.
48 6ra mulva egymillié sejtet hasznaltunk vakcinaciéra

tak, hogy az IL-2-t termel6 vakcina esetében a daganatellenes hatas kevéssé fliggott
a citokin termelés szintjétél. A GM-CSF-et termeld sejtekkel végzett vakcinacio esetén
a 10 virus/sejt aranyu fert6zéssel készitett vakcina az agydaganatos egerek mintegy
35%-at meggyogyitotta (12. dbra). Az 50 és 100 virus/sejt arannyal készitett vakcinak
csak kisebb mértékben javitottak az agydaganatos egerek tulélési esélyeit (12. dbra). Az
ennél magasabb virus/sejt ardnyban készitett vakcindnak terdpids hatasa énmagdaban
nem volt (Id. késébb).

Az IL-4 esetében a 100 virus/sejt aranyban készitett vakcinanak volt a legkedvezébb
daganatellenes hatasa (13. dbra). Eredményeink bizonyitjak, hogy a sejtek altal termelt
citokin szint alapvetéen befolydsolja a citokin termeld sejtekkel végzett immunaktiva-
Cids terdpia hatdsossagat. Minden citokinnél csak egy jol korilhatarolt koncentracio
eredményezte a daganatos allatok gyogyulasat, az optimalis mennyiség kiilonb6zd volt
az egyes tanulmanyozott citokinek esetében.

A citokin koncentracié és a terdpias hatas Osszefliggésének tudomanyos hattere
nem teljesen tisztazott. Ismert, azonban, hogy egy adott citokin a legkilonb6z6bb
immunrendszeri hatasokat befolyasolhatja és kiilonb6z6 célsejtek esetén eltéré az opti-
malis szint (131). Nagy valészinliséggel csak meghatadrozott célsejtek aktivacidja vezet
el egy hatasos daganatelleni immunreakciéhoz. Az optimalistol eltérd citokin szintnek
immun-gatlé hatasa is lehet (131). Véleménylink szerint a jelenleg is folyd, immunakti-
vacioén alapulo klinikai génterapias bevezetd eljarasok (132-135) sikertelenségért jelen-
t6s részben a nem-optimalis citokin szint lehet a felelSs. Allatkisérletes rendszerekben
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daganatsejtek transzplantacioja utan eltelt id6 (nap)

13. dbra. Agydaganatos egerek tulélése autolég, IL-4-et termeld,
besugarazott daganatsejtekkel valé vakcinalas utan

viszonylag kénnyu az optimalis citokin szintek bedllitdsa. Daganatos betegek kezelése
soran, az allatkisérletekben optimalisnak talalt citokin mennyiségtdl teljesen eltérd szin-
tek lehetnek hatasosak.

Wakimoto és munkatdrsai adatai arra utalnak, hogy intrakranialisan transzplantalt
egér B16 melanoma esetében kedvezdbb daganatellenes hatas érhet6 el, ha az immun-
rendszert aktivalé vakcina mind GM-CSF-et, mind pedig IL-4-et termel (112). Az egyes
modalitasokra optimalis citokinszintet alkalmazva, az altalunk hasznalt GI261 glioma
modellben nem nétt a terdpias hatas, ha a vakcina a GM-CSF mellett IL-4-et is termelt
(14. dbra). Nem lehet azonban kizarni, hogy szuboptimdlis citokin koncentraciok esetén
a mindkét citokint termelé vakcina eredményesebb lehet, mint a csak IL-4-et, vagy
GM-CSF-et termeld autolég daganatsejtek.

Vizsgalataink sordn megprobaltuk tisztazni azt is, hogy az immunrendszer mely
sejtjei jatszhatnak szerepet a daganatellenes immunvalasz kialakitasaban. A citotoxikus
T limfocitak aktivalédasanak vizsgéalatara egészséges egereket GM-CSF-et, vagy IL-4-et
termeld, illetve citokineket nem termeld, 20 Gy sugdrdézissal besugarzott GI261 sejtek-
kel vakcinaltunk. A vakcinacié utan, kilonb6zé idépontokban az allatokat tulaltattuk
és léplikbdl limfocitakat izolaltunk. Citotoxicitds assay-vel tanulményoztuk az izolalt
limfocitak sejtold hatasat GI261 sejtekre vonatkozdan. A 15. dbrdn megfigyelheté, hogy
GM-CSF-et, illetve IL-4-et termel6 vakcindk hatasara létrejott a citotoxikus T limfocitak
daganatsejtek elleni aktivacidja, a vakcinalt allatokbol szarmazé limfocitdk képesek a
GI261 sejtek elpusztitasara.

Az irodalomban ellentmondé adatok vannak a CD4* és CD8* limfocita szubpopu-
laciok szerepére vonatkozéan. Néhany szerzé azt sugallja, hogy mindkét sejttipusnak
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14. abra. Agydaganatos egerek tilélése GM-CSF-et, és IL-4-et termel6 sejtekkel végzett
kombinalt vakcinacié hatasara

fontos szerepe van (112, 114, 115, 120). Masok vagy csak a CD4* (116), vagy csak a CD8*
(113, 123, 124, 126) sejtek jelentéségét erdsitették meg.

Sajat adataink szerint mindkét sejttipusnak alapvet6é szerepe van - legaldbbis a
GM-CSF-et termel6 sejtekkel végzett immunaktivacié esetében. Agydaganatos egerek
elékezelése CD4*, és CD8* elleni antitestekkel teljesen megsziintette a GM-CSF termel6
sejtekkel végzett vakcinacié daganatellenes hatasat (76. dbra).

A CD4*, és CD8", limfoctak daganatellenes immunvalaszban betoltétt jelentés sze-
repére utal az is, hogy 10 nappal az agydaganatos egerek GM-CSF-et termeld sejtekkel
valo kezelése utan, az agydaganat erésen besz(rédott, mind CD4*, mind pedig CD8*
limfocitakkal (77. dbra). Azt is meg kell emlitenlink azonban, hogy ugyanezen idépont-
ban az IL-2, IL-4, vagy IL-12-vel kezelt egerek agytumorjaiban csak CD4* infiltraciot tud-
tunk kimutatni. Azt nem tudjuk kizarni, hogy mas, késébbi idépontokban a CD8* sejtek
jelenléte is kimutathato lett volna.

Vizsgalataink talan legfontosabb eredménye az volt, hogy bizonyitottuk, hogy a
daganatellenes immunvalaszt aktivalé génterdpia jol kombindlhaté lokalis sugarterapi-
aval. Rajtunk kivil, djabban tobb munkacsoport is kimutatta, hogy a kilonb6z8 gén-
terapias eljarasokat jol lehet egyutt alkalmazni tumor besugdrzassal. Egy kivalasztédo
angiosztatin-szeri molekulat kédolé adenovirus alapu vektor kdzvetlen glioma xen-
ograftokba torténd injekcidjanak csekély daganatelleni hatasa volt. Amikor azonban,
ezt a terdpias modalitast lokalis tumor besugarzassal kombinaltak, szinergista hatas
volt megfigyelheté (136). Glioma sejtek sugarérzékenysége jelentésen novelhetd volt
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15. abra. Citotoxikus T limfocitak aktivacidja GI261 sejtek ellen citokin termel6 daganatsejtekkel
végzett vakcinacié hatasara. Az egészséges egereket GM-CSF-et, IL-4-t, vagy semmilyen citokint
sem termeld (GI261) sejtekkel vakcinaltuk. Harom héttel késébb tanulmanyoztuk az egerekbdl izolalt
limfocitak (effektor) toxikus hatasat GI261 sejtekkel (target) szemben. B16 - a vakcinacié GM-CSF-et
termeld sejtekkel tortént, a célsejtek B16 melanoma sejtek voltak
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Napok az intrakraniélis tumor transzplantacio utan

16. abra. CD4* és CD8* limfocitak szerepe a daganatellenes immunvalaszban. Agydaganatos
egereket vakcinaltunk GM-CSF termeld sejtekkel és nyomon kovettiik az allatok tulélését. Az antiCD4* és
antiCD8" jelolt kisérletekben a GI261 sejtek intrakranidlis transzplantécidja elétt az allatokat el6kezeltiik
CD4*, illetve CD8" elleni antitestekkel
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tovdbba a vadtipusu p53 gén sejtekbe
juttatasaval (137-139). A p53 fehérje
sugarérzékenyité hatdsa valdszinlleg az
apoptoézist nével6 mechanizmuson ala-
pul, de szerepet jatszhat a hatdsban az
is, hogy a p53 fehérje gatolja az érkép-
z6dést. Két munkacsoport adatai is arra
utalnak, hogy lokalis besugérzas és a
TNFa koédold vektor egyiittes terapids
alkalmazasaval a daganatnovekedés je-
lentdsen lelassul (140, 141).

Sajat vizsgalataink szerint, az IL-4 ter-
mel6 sejtekkel végzett vakcinacios tera-
pia az agydaganatos egerek egy részénél
jelentésen megnovelte a tulélést. A fejre
adott 6 Gy lokalis sugarterapia 6nma-
gdban nem novelte az allatok élettarta-
mat. Az IL-4-et termel6 sejtekkel végzett
vakcinaciés terdpia és a lokalis sugarte-
rapia kombinacidjanak hatasira az agy-
daganatos egerek kozel 80%-anal teljes
17. ébra. A daganatellenes immunvalasz tanul-  gydgyulds volt tapasztalhaté (18. dbra).
manyozasa immunhisztokémiai moédszerekkel. Lényegében hasonlé eredményeket kap-

Agydaganatos egereket besugarzott GI261 sejtekkel Y .
(A és C), vagy besugérzott GM-CSF termeld sejtek- tunk IL-12- termel sejtekkel végzett vak-

kel (B és D) vakcinltunk. Az allatokbol a vakcinacis ~ CiNaciot kdvetéen is (18. dbra).
utani 10. napon eltavolitottuk a daganatot, és tanul- A GM-CSF-et termeld vakcina esetén

maényoztuk a CD4* (A és B), valamint a CD8* sejtek 5 besugarzassal valé szinergista hatas
fC és !))"jelenlét’ét. Az ébrérT a nyilak a fjfaganatban még akkor is megfigyelheté volt, amikor
jelenlévé CD4™* és a CD8* sejteket mutatjak L, . i ) .

olyan kisérleti feltételeket alakitottunk ki,
hogy 6nmagaban sem a GM-CSF-et termeld sejtekkel végzett vakcinacio, sem pedig
a lokalis besugarzas nem hosszabbitotta meg jelentésen az agydaganatos egerek tul-
élését (19. dbra).

A legegyszerlibb magyarazat a besugarzas és a vakcinacids terapia szinergista hata-
sara az lehet, hogy a lokalis besugarzas kdvetkeztében jelentésen csdkken a daganatsej-
tek szama. Ezt kdvetéen az immunrendszer sokkal eredményesebben tudja eltavolitani
a kisszamu tulélé sejtet. Az agydaganatos allatokban valdszinileg verseny alakul ki
a daganat novekedése és az immunrendszer aktivacidja kozott. Kisszdmu daganatsejt
esetén a verseny nagyobb valdszinlséggel a daganatellenes immunvalasz javara dél el.
Emellett azt sem tudjuk kizarni, hogy a besugdrzas hatéasara elpusztuldé daganatsejtek-
bél olyan immunogén molekuldk szabadulhatnak ki, amelyek tovdbb fokozzdk, el6se-
gitik az immunrendszer daganat elleni aktivaciéjat. Talan a legval6szin(ibb magyarazat
a két eseménysor kombinacidja.
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Napok a daganat transzplantacié utan

18. abra. Agydaganatos egerek kombinalt kezelése citokin termel6 sejtekkel és lokalis
besugarzassal. GI261 sejtek intrakranidlis transzplantacidja utan az allatok fejét 6 Gy rontgen sugarzassal
kezeltlk. Ezt kovetéen az egereket IL-4, vagy IL-12 termel6, besugarzott GI261 sejtekkel vakcinaltuk.

A vakcina készitéséhez a GI261 sejteket 100 virus/sejt ardnyban fert6ztiik IL-4-et, és 200 virus/sejt

aranyban IL-12-kédoldé adenovirus vektorokkal.
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Napok a tumor transzplantacié utan

19. dbra. Agydaganatos egerek kombinalt kezelése GM-CSF-et termel6 sejtekkel és lokalis
besugarzassal. GI261 sejtek intrakranidlis transzplantacioja utan az éllatok fejét 6 Gy rontgen-sugarzassal
kezeltik. Ezt kdvetéen az egereket GM-CSF-et termeld, és azt nem-termeld, besugarzott GI261 sejtek
kilonbozd aranyu keverékével vakcindltuk. A vakcina készitéséhez a GI261 sejteket 200 virus/sejt

aranyban fert6ztiik GM-CSF-et kddolé adenovirus vektorokkal
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A daganatok sugarérzékenységének fokozasa
génterapiaval

A daganatterapiaban jelentés gondot okoz a daganatok sugarrezisztenciaja, a malig-
nus gliomak a leginkdbb sugar-rezisztens tumorok kdzé tartoznak (145, 146). A gyogy-
szer-érzékenyité génekkel végzett génterapids munkank sordn felvetédott, hogy
hasonlé eljarassal a daganatok sugarérzékenységét is ndvelni lehetne. Arra gondoltunk,
hogy ha taldlunk olyan sugarérzékenyitd anyagokat, amelyek metabolikus aktivacién
mennek at a sejtekben, akkor, ha a metabolikus aktivaciéban szerepet jatszd géneket
bevisszilk a daganatsejtekbe, ez meg fogja novelni az adott dgensek jelenlétében a
daganat sugarérzékenységét. A szakirodalmat attekintve kezdetben két sugarérzéke-
nyité agensre koncentraltunk. Az egyik a tirapazamin, amely egy Uj generacios hipoxias
sugarérzékenyitd szer, azaz oxigén hianyaban - a nagy daganatok hipoxiasak — fokozza
a sejtek sugarérzékenységét. Irodalmi adatok szerint a tirapazamin metabolikus akti-
véciéjdban a nitrogén-oxid-szintdz, valamint a NADPH reduktéz enzimek is szerepet
jatszhatnak. Ezen enzimeket adenovirus alapu vektorba kléonoztuk, és tanulmanyoztuk,
hogy a génbevitel fokozza-e a sejtek valaszreakcidit sugarhatasra. Ezzel sajnos pozitiv
eredményre nem jutottunk. Ezt kdvetéen a gemcitabinra koncentraltunk. A gemcitabin
(2',2"-difluoro-2"-deoxicitidin) a deoxicitidin pirimidin analégja. A sejtekbe val6 bejutas
utan a gemcitabint a deoxicitidin kindz (dCK) enzim foszforildlja, ezéltal gemcitabin-mo-
nofoszfat keletkezik, amelyet mas sejten beliili kindzok gemcitabin-difoszfatta és —tri-
foszfatta alakitanak tovabb (147). A difoszfat forma gatolja a ribonukleotid-reduktaz
enzimet, ezaltal csokkenti a deoxinukleotidok szintjét a sejtben. Ez a DNS szintézis gatla-
sahoz vezet. A trifoszfat szarmazék beépiil a DNS-be és, ezaltal blokkolja a tovabbi DNS
replikaciét. A gemcitabinnak daganat-ndvekedést gatlé hatdsa van tobb tumor tipus
esetében is (148), rutinszerien alkalmazzak a hasnyalmirigy daganatok terapiajara. Jol
ismert a gemcitabin sugarérzékenyitd hatasa is (149, 150). A gemcitabint sugarterapiaval
valé kombinacioban alkalmazzak malignus gliomak és egyéb agytumorok kezelésére is
(151-154). Fentiek alapjan ugy dontottiink, hogy a dCK gént adenovirus alapu vektorba
klénozzuk és tanulméanyozzuk, hogy a dCK gén glioma sejtekbe valé bevitele befolya-
solja-e a glioma sejtek gemcitabin és sugarérzékenységét (10).

Vizsgdlataink soran el6szor kilonbozd, sejtkultiraban névé glioma sejtek (GI261
egér glioma, U373 human glioma és C6 patkany glioma) alap dCK szintjét és gemci-
tabin irdnti érzékenységét tanulméanyoztuk. Az alap dCK szintek jelentés kilonbséget
mutattak: a GI261 glioma dCK szintje 16-szor magasabb volt a C6 glioma sejtekben
kimutatott alap dCK szintnél. Ugyancsak jelent6s kilonbségek mutatkoztak a gemcita-
bin érzékenységben. A GI261 sejtek igen érzékenynek bizonyultak, mig az U373 sejtek
viszonylag rezisztensek voltak. Tobb irodalmi adat arra utal, hogy a sejtek alap dCK
szintje és gemcitabin érzékenysége kozott 0sszefliggés taldlhatéd (155-157). Mas adatok
ennek ellentmondanak, és azt sugalljak, hogy pl. a sejten beliili ribonukleotid-reduktaz
és deoxicitidin-deaminaz szintek is befolyasoljak a gemcitabin iranti érzékenységet (158,
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159). Esetlinkben a GI261 és az U373 sejtek viszonylatdban a gemcitabin érzékenység
aranyos volt a sejtek dCK szintjével, mig a C6 sejtek joval érzékenyebbek voltak anndl,
mint ami elvarhaté lett volna dCK szintjiik alapjan (20. dbra).
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20. abra. Gemcitabin citotoxikus hatasa kiilonb6z6 glioma sejtvonalakban. A sejteket novekvd
koncentraciéban gemcitabinnal kezeltiik, majd 3 nappal késébb meghataroztuk a tuléld sejtek ardnyat.
GI261 - egér glioma, C6 - patkany glioma, U373 — human glioma

Meg kell jegyezniink, hogy a C6 sejtekben az alacsony dCK szintek mellett magas
timidin-kindz 2 aktivitast talaltunk, amely egyes szerzék szerint szintén képes a gem-
citabin foszforilalasara (160).

A gemcitabin sugdrérzékenyité hatdsanak mechanizmusa nem teljesen tisztazott.
A legvalészinlbb lehetéség az, hogy a gemcitabin kezelés gatolja a DNS szintézist,
kimeriti a sejten bellili dATP szintet és ezek egyiittes hatdsaként a sugarzas indukalta
DNS karosodasok rosszul javitédnak ki (161-165). A gemcitabin sugarérzékenyit6 hata-

tabinnal kezeltiink, majd 24 6raval késébb a sejteket 4 Gy gamma-sugarzassal besuga-
raztuk. A gemcitabin szinergista médon novelte GI261 sejtek sugdarérzékenységét. C6
és U373 sejtek esetében csak additiv hatast lattunk. A kiilonb6z6 erésségli sugarérzé-
kenyité hatas nyilvanvaléan azzal van 6sszefliggésben, hogy a GI261 sejtekben mértik
a legmagasabb alap dCK szintet. Az irodalmi adatok is arra utalnak, hogy magasabb
sejten beliili dCK szint esetén erésebb a sugarérzékenyité hatas (166).

Ezt kovetéen tanulmanyoztuk, hogy a sejten belili dCK szint emelése a géntera-
pia eszkozeivel fokozza-e a gemcitabin kézvetlen toxikus és sugarérzékenyité hatasat.
A vizsgélatokhoz a human dCK gént egy adenovirus vektorba klénoztuk, majd a dCK-t
tartalmazoé vektorral (Ad-HudCK) GI261, C6 és U373 sejteket fertéztiink kiilonb6z6é virus/
sejt ardnyban. Egy nappal az Ad-HudCK fertézést kovetéen a sejteket gemcitabinnal
kezeltlik, majd Ujabb 24 6ra elteltével 4 Gy dézisu besugarzasnak vetettiik ald. A kom-

33



bindlt hatast 7 nappal a génbevitel utan mértiik. Megallapitottuk, hogy mindharom gli-
oma sejtvonalban a dCK szint ndvekedése egyenes aranyban all a bevitt dCK gén kopi-
aszamaval. A dCK enzim tultermelése dnmagéaban is toxikusnak bizonyult mindharom
sejtvonalban (21, 22. és 23. dbra). Az eredményeink azt is egyértelmdsitették, hogy a dCK
tultermelés minden esetben, bar kiilonb6zé mértékben, de szinergista médon fokozta
a gemcitabin kdzvetlen citotoxikus hatasat. A legkevésbé a GI261 sejteken fokozddott
a gyogyszer hatdsa, 1,3 szorosdra nétt az additiv hatashoz képest (21. dbra). A masik
két sejtvonalban lényegesen nagyobb volt az érzékenyités mértéke: 2-szeres a C6 (22.
abra) és 3,4-szeres az U373 (23. 4bra) sejtek esetében. Hasonléképpen, a gemcitabin
sugarérzékenyité hatasa fokozédott a dCK génbevitel hatasara: a szinergizmus mértéke
1,25-sz6r0s volt a GI261 sejteken, 2,3-szeres a C6 és 3,6-szoros az U373 sejtekben.
Kisérleti adataink részben megegyeznek az irodalmi adatokkal. T6bb munkacso-
port tanulmdanyozta a dCK tultermelédés hatdsat in vitro korilmények kozott kilon-
b6z6 nukleozid analégok toxicitasdra vonatkozéan. Legtobben azt irtak le, hogy a dCK
enzim aktivitasanak novelése fokozza az adott drog toxicitasat. Hapke és munkatarsai
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21. abra. Deoxicitidin-kinaz génbevitel hatasa egér GI261 glioma sejtek gemcitabin és
sugarérzékenységére. A sejteket 20 virus/sejt aranyban fertéztilk Ad-HudCK adenovirus vektorral.
24 6raval késébb a sejtekhez 5 nM gemcitabint adtunk, majd Ujabb 24 éra elteltével 4 Gy gamma-

sugarzassal besugaraztuk. A tulélé sejtek aranyat citotoxicitas assay-vel mértiik 7 nappal a génbevitelt
kovetden. Az oszlopok folé irt szamok a szinergista hatds mértékét mutatjik. K — kontroll, irr -
besugarzés; gemc — gemcitabin; dCK - dCK gén bevitele

34



100
T
ES
g
c 80 4
o
x
c
Q<
o
9]
N
2
© 60 4
®©
>
c
'©
©
x
2
2 40 4
hel
o
2
23
20 4
0
4 = [3) o X ¥ X X
= IS IS [} (@) [} [@)
] ] ° S ° ©
o = + + +
¥ = Q o
E = IS IS
Q Q
o o
¥
=

22, abra. Deoxicitidin-kinaz génbevitel hatasa patkany C6 glioma sejtek gemcitabin és
sugarérzékenységére. A sejteket 300 virus/sejt ardnyban fertéztik Ad-HudCK adenovirus vektorral.
24 6raval kés6bb a sejtekhez 25 nM gemcitabint adtunk, majd Gjabb 24 6ra elteltével 4 Gy gamma-
sugarzassal besugaraztuk. A tulélé sejtek aranyat citotoxicitas assay-vel mértiik 7 nappal a génbevitelt
kovetden. Az oszlopok folé irt szamok a szinergista hatas mértékét mutatjak. K — kontroll, irr -
besugarzés; gemc — gemcitabin; dCK - dCK gén bevitele

retrovirus vektor segitségével juttattdk be a dCK gént kilonb6zé daganatos sejtvo-
nalakba és négy nukleozid analdég toxicitasat tanulmanyoztak. Eredményeik alapjan
szoros Osszefliggés volt a dCK enzim szint és az 1-B-D-arabinofuranozilcitozin (AraC),
a 2-kloro-2"-deoxiadenozin (CdA) és a 2-fluoro-9-B-D-arabinofuranoziladenin (FAraA)
toxicitasa kozott, de csak minimalis 6sszefliggést lattak a gemcitabin vonatkozasaban
(167). Beauséjour és munkatarsai azt igazoltak, hogy dCK tulexpresszié fokozta az AraC
és 5-aza-2’-deoxicitidin (5-Aza-CdR) toxicitasat emberi A-549 és egér NIH 3T3 sejtekben,
de érdekes médon gemcitabinnal szemben rezisztensebbé valtak a sejtek (168).

Végill, tanulmanyoztuk, hogyan befolyasolja a dCK tultermelés a kombinalt gemci-
tabin kezelés és lokalis sugarterapia egytttes hatasat egér GI261 és patkany C6 in vivo
tumor modellekben. Erre vonatkozdan jelenleg is kevés adat taldlhaté az irodalomban.
Manome és munkatérsai leirtdk, hogy amennyiben retrovirus vagy adenovirus vektor
segitségével dCK gént juttattak patkany 9L glioma sejtekbe az AraC iranti érzékenység
mind in vitro, mind in vivo korllmények kozott nétt (169). Blackstock és munkatarsai
retrovirus alkalmaztak a dCK gén HT29 sejtekbe valé bejuttatdsara. A dCK-t tartalmazé
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23. abra. Deoxicitidin-kinaz génbevitel hatasa human U373 glioma sejtek gemcitabin és
sugarérzékenységére. A sejteket 100 virus/sejt aranyban fertéztiik Ad-HudCK adenovirus vektorral.
24 é6raval kés6bb a sejtekhez 250 nM gemcitabint adtunk, majd Gjabb 24 éra elteltével 4 Gy gamma-

sugarzassal besugaraztuk. A tulélé sejtek aranyat citotoxicitas assay-vel mértiik 7 nappal a génbevitelt
kovetéen. Az oszlopok folé irt szamok a szinergista hatas mértékét mutatjak. K — kontroll, irr -
besugarzés; gemc — gemcitabin; dCK - dCK gén bevitele

HT29 xenograftok regresszidjat irtdk le gemcitabin kezelés hatasara (170). Végil Ver-
nejoul és munkatarsai jelentették, hogy a dCK és uridin-monofoszfat gén egyiittes
bevitele horcségokben névé emberi hasnyalmirigy tumorba fokozza a gemcitabin
érzékenységet (171).

Sajat adataink azt mutatjak, hogy a harmas kombinacié in vivo terdpids hatés joval
kifejezettebb a patkdny C6 (24. dbra), mint az egér GI261 modell (25. dbra) esetében. Ez
teljes mértékben megegyezik az in vitro adatokkal.

A gemcitabinnak 6nmagdaban nem volt tumor névekedést gatldé hatdsa az alkalma-
zott koncentracidban. Ennek ellenére a dCK-t tultermelé C6 tumor esetében a gem-
citabinnak kifejezett sugarérzékenyité hatdsa volt, ami a daganatos allatok megnétt
tulélésében is megfigyelheté volt. Erdekes médon, a dCK tultermelés énmagéban is
sugarérzékenyitd hatassal birt. Eredményeink megerdsitik azokat az irodalmi adatokat,
amelyek arra utalnak, hogy a gemcitabin még olyan koncentracioknal is sugarérzéke-
nyité hatdssal bir, ahol dnmagaban nincs jelentés citotoxikus hatasa.
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24, abra. Deoxicitidin kinaz bevitel, gemcitabin kezelés és lokalis sugarterapia egyiittes hatasa
C6 gliomat hordozo patkanyok tulélésére. A patkanyokba intrakranialis oltassal vad tipusu, illetve
dCK gént tartalmazd C6 glioma sejteket transzplantaltunk. Az allatokat Gemcitabinnal (gemc) és lokalis
sugarterapiaval (irr) kezeltiik, nyomon kovettlk az allatok tulélését
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25. abra. Deoxicitidin kinaz bevitel, gemcitabin kezelés és lokalis sugarterapia egyiittes hatasa
GI261 gliomat hordoz6 egerek tulélésére. Egerekbe intrakraniélis oltassal vad tipusy, illetve dCK
gént tartalmazo C6 glioma sejteket transzplantaltunk. Az allatokat Gemcitabinnal (gemc) és lokalis
sugarterapiaval (irr) kezeltiik, nyomon kovettlk az allatok tulélését
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Befejezésiil megallapithatjuk, hogy vizsgalataink bizonyitottdk, hogy a gemcitabine
kozvetlen citotoxikus és sugarérzékenyité hatasa is jelentés mértékben fokozhaté a
metabolikus aktivacidjdban szerepet jatszé6 dCK gén sejtekbe vald bejuttatdsaval. Az
eljaras eredményessége valdszinileg tovabb fokozhatd tumor specifikus replikaciora,
és gén-kifejez6désre alkalmas vektorokkal. A terdpias eredményeket az is javithatja, ha
sikerill olyan dCK mutansokat el&allitani, és a daganatsejtekbe bejuttatni, amelyek még
eredményesebben képesek a gemcitabine foszforilaciojat elvégezni.
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Részleges sikerek emberi daganatok génterapiajaban

A kovetkez6 fejezetben - a teljesség igénye nélkiil - szeretném réviden Osszefoglalni
azokat a klinikai bevezetési eljarasi eredményeket, amelyek személyes véleményem
alapjan mérfoldkovet jelentettek a daganatos megbetegedések génterapiajaban.

Agydaganatos betegek génterdpidjara a leggyakrabban a mar emlitett ganciclovir/
timidin kinaz rendszert alkalmaztdk. A kezdeti I-Il. fazisu klinikai bevezetési eljarasok
tisztaztak, hogy sem a retro-, sem pedig az adenovirus alapu génterapia nem jar lénye-
ges kockazatokkal (63-66). Az igéretes kezdetek utdn egy tobb eurdpai neuro-onko-
I6giai centrumot is magaba foglalé klinikai Ill. fazisu vizsgalatot végeztek 1996-1998
kozott (67). A TK gént egy retrovirus alapu vektor hordozta. A génterdpias kezelés
sordn a virustermelé pakol6 sejteket a m(itét végén kozvetleniil injektaltak a rezidu-
alis tumorba, illetve a mitéti terlletre. A retrovirus terapia utan 14 nappal kezdték
megfelel6en lokalis sugarterapidban is részesiiltek. A retrovirusokrél emlitettiik, hogy
csak osztédasban 1évé sejteket képesek megfertézni. A génterapia soran azt vartak,
hogy a retrovirus vektor csak az osztédd daganatsejteket fertézi meg, nem jut be a
nyugalmi allapotban 1évé normal agyi sejtekbe. A kontroll csoportba és a génterdpias
csoportba is egyarant 124-124 olyan glioblasztomds beteget vontak be, akiket el6tte
még mas terdpids eljardssal nem kezeltek. A virus terdpia mellékhatasai nem voltak
jelentdsek. Sajnos a génterdpias csoport kezelési eredményei megegyeztek a kontroll
csoportéval az atlagos, illetve a progresszié-mentes tulélés viszonylataban (67). A nega-
tiv eredményeket Iényegében azzal magyaraztak, hogy a retrovirus vektor nem jutott
be a daganatsejtek tulnyomé tobbségébe, igy a ganciklovir nem tudta daganatellenes
hatasat kifejteni. Ugyanakkor egy Finnorszagban inditott, jelenleg is nyitott I-Il. fazisu
klinikai bevezetési eljards kezdeti eredményei arra utalnak, hogy ha a TK gént adeno-
virus vektorban alkalmazzdk, akkor az eredmények jobbak, 17 génterapids kezelésben
részesiilt beteg esetében az atlagos tulélés 70,6 hétre nétt a 19 tagu kontroll csoport
39 hetes atlagos tulélésével szemben (66, 68). Sajnos Ujabb kozolt adatok nem allnak
rendelkezésre.

Jelenleg egy olyan génterapids termék létezik, a Gendicine, amelyet 2003-ban,
daganatok rutin kezelésére elfogadtak, mégpedig Kindban (172, 173). A Gendicine egy
olyan adenovirus, amely a vadtipusu p53 tumor szuppresszor gént hordozza. A p53
génterdpia elméleti alapjat az adja, hogy a legtébb daganatban mutdns p53 gén talal-
haté. Amennyiben a p53 gén vadtipusu valtozatét visszajuttatjuk a daganatba, akkor a
daganat korlatlan névekedése leall. A kinai szerz6k kezdetben fej-nyaki daganatok keze-
|ésére alkalmaztak az eljarast sugarterapidval kombinaciéban. Adataik szerint az esetek
64%-ban komplett, 29%-ban részleges remissziot értek el, szemben a csak sugartera-
pidval kezelt betegek 19%-0s és 60%-0s megfelelé adataival. Személyes véleményem
szerint az eredmény ,szépséghibdja” az, hogy sem a Gendicine-kezelt, sem pedig a
kontroll csoportban nem fordult elé progressziv betegség, ami azt valdszinUsiti, hogy
Iényegében mérsékelten rosszindulati daganatokat kezeltek. A kinai kollégdk a Gen-
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dicine-t llI-IV. fazisu klinikai bevezetési eljaras keretében hasonlé sikerrel alkalmazzak
hepatocellularis carcinomak (174), valamint pajzsmirigy és szajliregi daganatok kezelé-
sére is (66). Erdemes megemliteni, hogy egy a p53 tumor szuppresszor gént kédold
hasonlé adenovirus vektor II/1ll fazisu klinikai bevezetési eljaras alatt allt az Egyesiilt
Allamokban és Eurépéban is, azonban a viszonylag kedvezé eredmények ellenére a
terapias alkalmazasa lényegében ledllt (175).

A daganatellenes génterapia igen igéretes dgat képezik az onkolitikus virusok (176,
177). Erdekes médon tébb olyan allati (Newcastle betegség-, reo-, parvo virus) és emberi
virus (kanyaré, mumpsz, herpesz, vakcinia, adenovirus, stb.) is létezik, amelyek sok-
kal jobban szaporodnak daganatsejtekben, mint normal emberi sejtekben. Ezek, az
un. onkolitikus virusok preferencialisan pusztitjak el a daganatsejteket. Az onkolitikus
adenovirusok egy specialis tipusa az ONYX-15, amelyet mesterségesen alakitottak ki
vadtipusu adenovirusbol. Az adenovirus vektorok jellemzésekor emlitettem, hogy a
virusfertézést kovetdéen két korai gén, az E1A és az E1B irddik &t, ezek kapcsoljak be a
tobbi virus gén transzkripcidjat. Az E1A és E1B fehérjéknek emellett az is a feladatuk,
hogy a medfert6zott sejtek védekezési mechanizmusat kikapcsoljak, és a sejteket a
virus fehérjék atirasdra, a virus szaporodasanak elésegitésére kényszeritsék. Az adeno-
virus korai fehérjéi koziil az E1A a retinoblasztoma, az E1B pedig a p53 tumor szupp-
resszor fehérjéhez kapcsolodik, ezéltal inaktivalja azokat. Amennyiben az inaktivacié
nem sikeres, akkor a virus szaporodasa, sejtpusztitdé hatdsa nem alakul ki. Készitettek
egy olyan modositott adenovirust (ONYX-15), amelybdl eltdvolitottak az E1B fehérjének
megfelel6 génszakaszt. Ez a médositott virus nem tud normal sejtekben szaporodni,
mivel a p53 fehérje meggatolja a virus szaporodasat. A daganatok jelentés részében
azonban a p53 mutéciokat hordoz, igy ezekben a daganatsejtekben az ONYX-15 virus
szaporodoképes és ki tudja fejteni onkolitikus hatasat. Az ONYX virus daganatellenes
hatasahoz igen jelentés reményeket fliztek, tobb klinikai bevezetési eljarasban is kipro-
baltak, de atiité eredményeket nem értek el (91-96, 178-180). Attdrést Ujra csak a kinai
kollégak jelentettek. Kindban egy, az ONYX-15-h6z hasonlé E1B hianyos adenovirust
(H101) hivatalosan is regisztraltak fej-nyaki tumorok kezelésére. A kinai adatok szerint
a H101 kemoterapidval valé kombinaciéban a fej-nyaki tumoros betegek esetén 79%-
ban bizonyult hatasosnak, szemben a csak kemoterapia 40%-os hatasfokaval. A H101
virus minddssze annyiban kilonbozik az ONYX-15-t6l, hogy nagyobb deléciét hordoz
az E3 génben. A vizsgélatot végzék szerint az is hozzéjarulhatott a H101-el elért jobb
terapias eredményekhez, hogy a kezelés mellékhatasaként kialakulé 1azat nem kezelték.
A H101 szabadalmat birtoklé cég minden eshetdségre szamitva megvette az ONYX-15
szabadalmat is (181-184).

A daganatellenes génterapias eljarasok jelentds része a szervezet immunrendszerét
prébalja aktivalni az adott daganat ellen. Az esetek tobbségében, kiilonbozd citokin
(IL-2, IL-4, IFN-y, GM-CSF, stb.) géneket juttatnak vagy a beteg daganatsejtjeibe, vagy
sejtkulturabdl szarmazé allogénikus daganatsejtekbe és a citokin termeld sejtekkel,
az altalunk kordbban ismertetett médon vakcindljak a betegeket (122, 126, 132-135,
185, 186). Napjainkig tdbb mint 70, ezen az elven alapulé klinikai bevezetési eljarast
regisztraltak, de koziiliik csak 10 érte el a klinikai lIl. fazist. Erdekes médon mind a 10,

40



egymassal részben atfedd klinikai protokoll, az allatkisérletes rendszerben altalunk is
leghatasosabbnak bizonyult GM-CSF citokint alkalmazza a daganatellenes immunitas
aktivalasara (66). A GM-CSF alapvet6 szerepet jatszik a daganatellenes immunitasban
szerepet jatsz6é dendritikus sejtek aktivalasaban (187, 188). Itt szeretném megjegyezni,
hogy a dendritikus sejtek alkalmazdasa egyre jobban terjed a daganat terapidban (189,
190). A klinikai Ill. fazist elért immunrendszer-aktivalé hatason alapulé daganat ellenes
eljardsok kozil véleményem szerint az OncoVex-GM-CSF vektort alkalmazé protokoll a
legigéretesebb, amelyet jelenleg fej-nyaki tumorok és melanomak kezelésére alkalmaz-
nak (66, 191). Az OncoVex-GM-CSF vektor egyesiti az onkolitikus és a daganatellenes
immunaktivadlé génterdpia kedvezd tulajdonsagait, mivel az immunaktival6 GM-CSF
citokin gént az onkolitikus hatassal biré Herpes simplex virusba klénoztak. Melanomak
kezelése sordn a virus vektort nagy doézisban, ismételt kezelések sordn kozvetlendl a
daganatba injekci6zzak. Az eddigi eredmények arra utalnak, hogy mind a kdzvetlen
kezelésben részesllt daganat, mind pedig a tavoli lokalizacidban, illetve a metasztazi-
sokban jelenlévé daganat is visszafejlédik, vagy remisszidéba keriil. Az eddig publikalt
adatok szerint 50 kezelt beteg koziil 26 esetben értek el teljes, vagy részleges valaszt
(191). A kezdeti eredmények fej-nyak tumorok esetében is biztatéak.

Befejezésiil azt szeretném megjegyezni, hogy a daganatos megbetegedések gén-
terapias kezelését igen nagy reményekkel inditottdk az 1990-es években. Sajnos,
viszonylag nagyszamu beteg kezelése utan is csak azt lehet elmondani, hogy a daga-
natos megbetegedések génterdpiaja nagy jovo el6tt all, de az eddig elért eredmények
szerények.
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A génterapia kockazatai

A génterdpia klinikai alkalmazasa sordn vagy kozvetleniil a beteg sejtjeit modosit-
juk genetikai uton, vagy in vitro korilmények koézott médositott sejteket hasznalunk.
A genetikailag moédositott agensek hasznalata miatt jelentkezik egy bizonyos kockazati
tényezd, mind a beteg esetében, mind pedig a beteg kdzvetlen kdrnyezetére vonatko-
zdan is. A kockdzat csokkentésére bizonyos szabdlyokat feltétleniil be kell tartanunk a
génterdpia alkalmazasa soran. Az egyik legfontosabb szabaly, hogy génterapiat min-
dig csak indokolt esetben alkalmazzunk. A masik, hogy a génterapidban alkalmazott
vektorok, elsésorban a virusvektorok mindig a legszigoribb ellenérzésen essenek &t
a felhasznalds el6tt. Génterapids eljarast eddig tobb mint hiszezer beteg esetében
alkalmaztak. A kezelt betegekben eddig minimalis szdmu mellékhatas jelentkezett. Az
els6 komolyabb mellékhatast 1995-ben irtak le, amikoris a cisztas fibrézisban karosult
gént adenovirus alapu vektor segitségével juttattak be a kezelt betegek tlidejébe. Ekkor
egy betegben tiidégyulladasos tiinetek léptek fel, amely kezelésre gydégyult (142). lga-
zan sulyos, életet veszélyeztetd, haldlhoz vezetd mellékhatasokat két protokoll esetén
jelentettek. Az elsé, bizonyitottan génterdpia kovetkeztében bekdvetkezett haldleset
1999-ben fordult elé. Philadelphidban végeztek génterapias kezelést 6roklott majbeteg-
ségben, ornitin-transzkarbamildz (OTCD) hidnyban szenvedé betegeken. Az OTCD gént
hordozé adenovirus vektort nagy dézisban, infuziéval juttattak a betegbe. A vektor
ellen heves immunreakcié alakult ki, ami disseminalt intravasculdris coagulaciéhoz (DIC)
és akut respiratorikus disstress szindréomahoz, végiil pedig a beteg haldlahoz vezetett
(143). Az adenovirus alapu génterapids kezeléseket id6élegesen ledllitottdk, de miutan
mas génterapias klinikai bevezetési eljarasok soran hasonléan sulyos mellékhatasokat
nem észleltek, szigoritott feltételekkel Ujra engedélyezték. Rendkiviil stlyos mellékha-
tas, leukémia alakult ki egy X kromoszémahoz kotott, 6roklétt immunhidnyos megbete-
gedés (X-SCID) génterapids kezelése soran. Az X-SCID betegség a citokin receptor kozos
gamma (CRKGL) ldncanak 6roklott karosodasa miatt alakul ki. A betegség a génterapia
mellett csak csontvel6 transzplantacidval kezelhetd, kétséges kimenetellel. Az eljaras
soran a betegekbdl begydjtott csontveldi 6ssejtekbe retrovirus alapu vektor segitségé-
vel vitték be az ép (CRKGL) gént. Tobb, mint tiz éves kdvetés sordn a betegek immunhi-
anyos megbetegedése meggydgyult. Sajnos azonban négy betegben leukémia, illetve
leukémia-szer( tinetek alakultak ki. A leukémia kialakuldsanak egyértelm( oka az volt,
hogy a kezelés soran alkalmazott retrovirus vektor az LMO2 onkogén kozelében integ-
ralédott a genomba és azt aktivalta. A leukémids betegek koziil egy haldlozott el (144).
A klinikai protokollt ledllitottak, majd kivizsgdlas utan Ujra engedélyezték modositott
feltételekkel.

A génterdpidnak, mint minden kezelési eljarasnak nyilvanval6éan meg vannak a maga
kockazatai. Eddig kodzel 20.000 kezelés soran két elhaldlozas volt és tovabbi harom leu-
kémias megbetegedés alakult ki. Ha ezt 6sszevetjik pl. a kemoterdpids és sugarterapias

42



kezelések kockazataival, akkor azt kell mondanunk, hogy a bizonyitott kockdzat nem
jelent6s. Ettol fliggetleniil génterapids kezelést csak rendelkezésre all6 kezelési eljarasok
hianyaban, abszolut indikacié esetén, szigoru feltételek alapjan szabad engedélyezni.
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Osszefoglalas

Génterapian idegen, mikodéképes genetikai anyag emberi sejtekbe vald terapids célu
bevitelét értjik. Génterapiadval testi és ivarsejtek is modosithatok, de emberi ivarsej-
tek genetikai modositdsa a legtdbb allamban tiltott. A génterdpia eredményességét
az donti el, hogy milyen hatdsfokkal sikeriil az adott gént bevinniink a célsejtekbe.
Emberi sejtekbe torténé terdpias céld, nagyhatasfoku génbevitelre jelenleg tdlnyomé
tobbségében virus (retro-, adeno-, lenti-, adeno-asssociated-, herpes simplex-, vakcinia-,
stb.) vektorokat alkalmazunk. Az els6-mdsodik generaciés virusvektorok nem képesek
emlds sejtekben valé szaporodasra. A klinikai bevezetési eljardsokban ma még kevéssé
alkalmazott harmadik-negyedik generdcids virusvektorok alkalmasak a célsejtekben
valé specifikus replikaciora.

Sajat allatkisérletes munkank soran kialakitottunk és jellemeztiink egy egér agy-
tumor (GI261) modellt, majd tanulmanyoztuk, hogy gydégyszer-érzékenyité génekkel
végzett génterdpia eredményesen kombindlhaté-e sugarterdpidval. GI261 sejtekbe
adenovirus vektor segitségével bejuttattuk a Herpes simplex virus timidin kinaz (TK) és
az E. coli uracil-foszforibozil-transzferaz (UPRT) génjeit, amelyek ganciklovir (GC), illetve
5-fluoruracil (FU) irant érzékenyitik a sejteket. In vitro kisérletek sordn a TK és az UPRT
géneket tartalmazo GI261 sejtek érzékenysége jelentés mértékben nétt GC, FU és kom-
bindlt GC+FU kezelés hatasara. A sejtpusztuldas mértéke majdnem két nagysagrenddel
fokozdédott, ha a GC+FU kezelést besugarzassal kombinaltuk. In vivo vizsgélatok soran a
gyogyszer-érzékenyité gének jelenléte ugyancsak jelentésen fokozta a GC+FU kezelés
daganatnodvekedést gatld hatasat, mind béralatti, mind pedig intracranialis daganatok
esetén. A lokalis sugarterapiaval torténé kombindcié tovabb novelte a GC+FU kezelés
hatékonysagat.

Vizsgalataink sordn génterapids-immunterapids eljarast dolgoztunk ki agydagana-
tok kezelésére citokin termeld, autolég daganatsejt-vakcinak alkalmazasaval. Megalla-
pitottuk, hogy IL-2-t, IL-4-et, IL-12-t és GM-CSF-et termeld daganatsejteket hasznalva
vakcinaciora az agydaganatos egerek 20-50%-a meggydgyul. A vakcinacié hatasara
citotoxikus T limfocitdk aktivalédtak a daganatsejtek ellen és kimutathaté volt az agy-
daganat CD4+ és CD8+ sejtekkel valé infiltracidja is. A vakcinacios terapiat lokalis sugar-
terdpiaval kombinalva jelentés szinergista hatast figyeltiink meg, az agytumoros allatok
70-100%-a meggydgyult.

A gemcitabin egy olyan kemoterapids szer, amely fokozza egyes daganatok sugarér-
zékenységét is. A gemcitabin sejten beliili metabolikus aktivaciojaért a deoxycitidin-ki-
naz (dCK) enzim a felelés. Daganatsejtek gemcitabin és sugarérzékenységének fokoza-
sara a dCK gént adenovirus alapu vektorba kléonoztuk, majd kilonb6zd in vitro névé
agydaganat sejtekbe juttattuk. Megdallapitottuk, hogy a dCK tultermel6dés ndvelte a
sejtek gemcitabin érzékenységét, és fokozta a gemcitabin sugarérzékenyité hatdsat.
Agydaganatos egerekben és patkanyokban vizsgalva a dCK génbevitel hatasat, kimu-
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tattuk, hogy az eredményesebbé teszi a gemcitabin terdpia hatasat és fokozza a daga-
natok sugdarérzékenységét is.

Jelenleg a vildgon 1843 regisztralt génterapias protokoll all klinikai bevezetés alatt,
az eljarasok >60%-a daganatos megbetegedések génterdpias uton torténé gyogyita-
sat szolgalja. Sajnos a jelentds klinikai eredmények még véaratnak magukra: jelenleg
csak 67 génterdpias eljaras érte el a lll. fazisu és minddssze ketté a IV. fazisu klinikai
vizsgdlati szintet. Jelenleg egy olyan génterapias termék a Gendicine létezik, amelyet
daganatok rutin kezelésére elfogadtak. A Gendicine a p53 tumor szuppresszor gént
hordozé adenovirus, amellyel Kindban, igen évatosan kezelendd adatok alapjan, fej-
nyaki daganatoknal 64%-ban komplett, 29%-ban pedig részleges remissziot értek el.
A daganatellenes génterapia igéretes dgat képezik az onkolitikus virusok. Véleményem
szerint jelenleg a legigéretesebb daganatellenes génterapias eljaras az, amely az onko-
litikus és a daganatellenes immunaktivalé génterapia kedvezd tulajdonsagait egyesiti.
A fej-nyaki daganatok és melanomak kezelésére lll. fazisu klinikai bevezetési eljaras alatt
allé OncoVex-GM-CSF vektor vaza az onkolitikus Herpes simplex virus, amelybe a daga-
natellenes immunvdlaszt aktivalé GM-CSF citokint klonoztdk. A daganatok génterapias
kezelése valdszinlleg nagy jové elétt all, de az eddigi eredmények szerények.

45



GENE THERAPY OF BRAIN CANCER

Géza Sdfrdny

JFrédéric Joliot-Curie” National Research Institute for Radiobiology
and Radiohygiene, Budapest

Gene therapy means the introduction of foreign, functional genetic substances into
human cells with a therapeutic aim. With gene therapy both somatic and germ cells
might be modified, but the genetic modification of human gametes is prohibited in
most countries. The efficiency of gene therapy is decided by the efficacy of the gene
delivery into target cells. Currently, mostly high capacity viral vectors (retro-, adeno-,
lenti-, adeno-asssociated-, herpes simplex-, vaccinia-, etc.) are applied for gene delivery
into human cells. The first and second generational virus vectors are not capable for
replication in mammalian cells. The third and fourth generation virus vectors, hardly
applied in ongoing clinical trials currently, these are able to replicate in specific target
cells.

We have developed and characterized a mouse brain tumor (GI261) model, and
investigated whether gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT) could be effici-
ently combined with radiation therapy. The Herpes simplex thymidine kinase (TK) and
the E. coli uracil phosphoribosyl transferase (UPRT) genes sensitizing the cells to ganci-
clovir (GC) and 5-fluorouracil (FU), respectively, were introduced into GI261 glioma cells
by an adenoviral vector. In vitro experiments proved that the presence of TK and UPRT
genes in GI261 cells significantly increased their sensitivity to GC, FU and combined
GC+FU treatments. The extent of cell death was increased almost by two orders of
magnitude, if the GC+FU treatment was combined with radiation therapy. In vivo studies
demonstrated that in the presence of drug sensitizing genes the tumor growth-inhi-
bitory effect of GC+FU treatment was significantly improved both in subcutaneous
and intracranial tumors. The combination of GDEPT with local tumor irradiation further
potentiated treatment efficacy.

We also developed a combined gene therapy — immunotherapy approach to treat
experimental brain tumors with cytokine producing, autologous tumor cell vaccines.
We found that 20-50% of the brain tumor bearing mice were cured off the tumors
when treated with IL-2, IL-4, IL-12 or GM-CSF producing tumor cells. The cytokine produ-
cing vaccines activated cytotoxic T lymphocytes against the tumor cells and the heavy
infiltration of brain tumors with CD4+ and CD8+ lymphocytes were detected as well.
We observed a significant synergistic tumor growth inhibitory effect when vaccination
treatment was combined with local radiation therapy; actually 70-100% of the tumor
bearing animals recovered.

Gemcitabine is a chemotherapeutic agent that also enhances radiation sensitivity of
certain tumors and the deoxycitidine kinase (dCK) gene is responsible for the metabolic

46



activation of gemcitabine. To enhance gemcitabine and radiation sensitivity of tumor
cells the dCK gene was cloned into an adenovirus-based vector, and was introduced
into various in vitro growing brain tumor cells. We found that the overproduction of
dCK within the cells increased their sensitivity to gemcitabine and the radiosensitizing
effect of gemcitabine was also potentiated. We demonstrated that dCK gene transfer
in brain tumor bearing rats and mice will improve the direct therapeutic and the radi-
osensitizing effects of gemcitabine.

At present, there are 1843 registered gene therapy clinical trials in the world and
more than 60% of the trials try to cure cancer. Unfortunately, the clinical results are
modest, only 67 trials reached clinical phase Ill and only 2 trials is undergoing on phase
IV level. Currently, there is only one gene therapy product, Gendicine that is adopted
for the routine treatment of cancer in China. Gendicine carries the p53 tumor supp-
ressor gene in an adenoviral-based vector. The Chinese data claiming 64% complete
and 29% partial responses in head and neck tumor patients should be treated with
extreme care. In my opinion, the most promising current anti-cancer gene therapy pro-
tocol is the one that combines the favorable properties of the oncolytic and anti-tumor
immune-activating gene therapies. The OncoVex-GM-CSF construct which is applied in
clinical phase Il trials against head and neck tumors, as well as metastatic melanomas
carries the immune-activating GM-CSF cytokine in an oncolytic Herpes simplex back-
bone. The treatment of cancer with gene therapy has a potentially great future, but
the results so far are modest.
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Az egyetem elvégzése utan a POTE Bioldgiai Intézetében
kezdett dolgozni. 1982-ben keriilt az Orszédgos ,Frédéric
Joliot-Curie Sugarbioldgiai és Sugaregészségligyi Kutatd
Intézetbe (OSSKI), ahol tobb vezet6 poziciét is betoltott.
2011 juniusatdl az Intézet féigazgatd féorvosa. Az OSSKI-
ban kezdetben az emlds riboszdma RNS gének szerkezetét tanulmdanyozta. Ezt a
témat folytatta, 1985-86-ban Japanban, aTokié Egyetem Orvosi Fakultasanak 1. szamu
Biokémiai Intézetében. 1990-1993 kdzott az Egyesiilt Allamokban, Philadelphiaban, a
Fox Chase Cancer Centerben dolgozott. Szakteriilete az emlds riboszéma fehérje
gének szerkezetének vizsgalata volt. Hazatérése utan kezdte tanulmanyozni az
ionizald sugarzas bioldgiai hatasait, munkatarsaival kezdetben a prenatalis besugarzas
daganatkelté hatasat, a sugarzds okozta daganatkeletkezés molekuldris bioldgiai
szintl mechanizmusat vizsgaltdk. A teljes genomot lefedé DNS chip segitségével
vizsgdltdk a sugdrhatasra kialakulé gén-expresszids valtozdsokat és azonositottak
20 konszenzus sugarvélasz gént. Jelenleg egyik f6 érdeklédési kore a kis sugarddzisok
egészséguigyi hatdsainak tanulmanyozasa.

1996-t6l vizsgalja munkatarsaival a gén- és sugarterdpia kombinalasanak lehetdségeit.
Az els6k kozott tanulmanyoztak az immunrendszert aktivalé génterapia és a sugar-
terdpia kombinalt daganatellenes hatdsat egér agydaganat modellen, valamint a
gyogyszer-érzékenyitd génterapia és a sugdrterapia egylittes hatasat is. Eljarast
dolgoztak ki agydaganatok sugarérzékenységének fokozasara a génterdpia
eszkozeivel. Jelen monografia génterdpias vizsgalataik eredményét foglalja 6ssze az
irodalmi adatok tiikrében.
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