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Streszczenie

Konwencjonalne metody leczenia nowotworow ztosliwych sa niewystarczajace. Jedng
z badanych form terapii jest tzw. wiroterapia onkolityczna. Wirusy onkolityczne
to wirusy cechujace si¢ onkotropizmem, tzn. preferencyjnie infekujace i namnazajace
si¢ w komorkach nowotworowych. Wirusy te wchodza w cykl lityczny, tj. konczacy si¢
liza komorki gospodarza, i1 rownolegle pobudzaja mechanizmy odpornosci
przeciwnowotworowe;j, mozna  Wwiec zaliczy¢  je do immunoterapii
przeciwnowotworowej. Praca dotyczy historii 1 perspektyw rozwoju wiroterapii
onkolitycznej. Opisano jedne z najlepiej poznanych wiruso6w onkolitycznych —
adenowirusy (rodzina Adenoviridae). Podjeto probe nakreslenia stanu prawnego

1 mozliwych trudnosci zwigzanych z terapig wirusami onkolitycznymi.

Slowa kluczowe

adenowirus, adenoviridae, onkolityczno$¢, onkoliza, onkowiroterapia,

terapia onkolityczna, wiroterapia, wirusy onkolityczne

Dziedzina pracy (kody wg programu Socrates-Erasmus)

13.100 — Biologia

Tytul pracy w jezyku angielskim

Oncolytic viruses: adenoviruses in anticancer therapy
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PRZEDMOWA

1. EPIDEMIOLOGIA | ETIOLOGIA NOWOTWOROW

Wedle danych Gléwnego Urzedu Statystycznego (GUS), w roku 2010 na nowotwory
ztosliwe w Polsce zachorowato ponad 140 tys. kobiet 1 megzczyzn (WOJCIECHOWSKA
ET AL., 2012: 5. 7) , a w 2013 — prawie 156 500 (Dipbkowska, WOJCIECHOWSKA, 2015:
s.3). W 2014 liczba nowych zachorowan wyniosta 159,2 tys., powigkszajac liczbe
zyjacych z nowotworem ztosliwym (ponad 574 tysigce), za$ prawie 96 tysigcy chorych
zmarto (WOIJCIECHOWSKA ET AL., 2016). Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World
Health Organization, WHO) szacuje, ze $rednio jedna na sze$¢ osOb umiera z powodu
choroby nowotworowej (CANCER Fact SHEET, 2017), a w krajach rozwinigtych to jedna z
najczestszych przyczyn $mierci osob powyzej 65 roku zycia. W Polsce rowniez posrednio
potwierdza si¢ ta statystyka: 70% przypadkéw choroby u mezczyzn, o dziesig¢ punktow
procentowych mniej u kobiet — ma miejsce po 60 roku zycia (WOICIECHOWSKA ET AL.,
2014). Prognozowane zmiany demograficzne (starzenie si¢ spoteczenstw zachodnich,
rosngca liczba ludno$ci w krajach rozwijajacych si¢ /nowo uprzemystowionych), i1
powigzane z nimi wzrastajgce koszty, nie tylko ekonomiczne, schorzeh nowotworowych
(YABROFF ET AL., 2011; CANCER Facr SHEET, 2017), motywuja badania nad zapobieganiem
(prewencja pierwotng i wtorng) oraz skutecznym leczeniem.

Profilaktyka obniza prawdopodobienstwo zachorowania na okreslone rodzaje
nowotworow, wywotywanych przez specyficzny, zewngtrzny czynnik etiologiczny
(kancerogen), zwigzany np. ze stylem zycia (nowotwory pluc spowodowane dymem
tytoniowym) lub z ryzykiem zawodowym (rak ptluc poprzedzony pylica azbestowa
u robotnikow pracujacych z eternitem). Od lat 60. ubiegtego wieku wiadomo réwniez
o onkogennosci infekcji wirusowych — na przyktad zakazenie wirusem brodawczaka
ludzkiego (ang. Human Papilloma Virus, HPV) moze powodowa¢ raka szyjki macicy
(HPV AND CANCER, 2017). Szacuje si¢, ze pewnej czeSci nowotworéw mozna zapobiec:
Cancer Research UK okresla wplyw $rodowiska na okoto 40% (Sraristics
ON PREVENTABLE CANCERS, 2017), podobnie jak inne badania statystyczne (TOMASETTI,

VOGELSTEIN, 2015; TOMASETTI ET AL., 2017).



Rozwd] nowotwordw czgsto przebiega w sposdb bezobjawowy (mowimy wtedy
o okresie latencji, utajenia) lub niespecyficzny. Przyjmuje si¢, Zze guzy ponizej centymetra
srednicy, widoczne na rentgenogramie, skfadajg si¢ z okoto 1 -10° komorek,
a te wyczuwalne w badaniu palpacyjnym — z ~1 - 10" komorek. Powoduje to niska
wykrywalno$¢ w poczatkowych fazach, przektadajaca si¢ na obnizenie szansy wyleczenia.
Z tego powodu w przypadku stwierdzenia genetycznie podwyzZszonego ryzyka
wystapienia nowotworu ztosliwego moga zosta¢ zaproponowane radykalne metody.
Przyktadowo, wykrycie raka jajnika na wczesnym etapie (I i II) udaje si¢ osiggnac
uconajwyzej 30% chorych, poniewaz brakuje badan przesiewowych; wigkszos¢
nowotworow w fazie III (metastazy) jest nieuleczalnych. Z powyzszych powodow
u nosicielek mutacji w genach BRCAI oraz BRCA2 rozwaza si¢ profilaktyczne usuniecie
jajnikdw oraz jajowodow (REKOMENDACJE POLSKIEGO TOWARzZYSTWA GINEKOLOGII
ONKOLOGICZNEJ, 2015; LEvY-LAHAD, FRIEDMAN, 2007).

Oproécz tego warto nadmienié, ze skuteczno$¢ terapii konwencjonalnych (leczenie
operacyjne, chemio- i radioterapia) nie wzrosta znaczaco w ostatnich latach. Jaskrawym
przyktadem jest czas przezycia ze zdiagnozowanym glejakiem IV stopnia, szacowany

na krotszy niz dwa lata' (FouTH ET AL., 2013: s. 47).

1  Ewenementem bylby przypadek Bena Williamsona (czas przezycia od diagnozy i operacji w 1995 roku)
oraz $wiadectwa kilku innych 0s0b, zgromadzone na jego stronie
([//VIRTUALTRIALS.COM/SURVIVEBEN.CFM, dostgp 13 grudnia 2017]). W pismiennictwie naukowym
poswiadczono przypadek ponad 15-letniego czasu przezycia (stan na rok 2007: KREX ET AL., 2007).



CEL PRACY

Powyzsze statystki wykazuja potrzebe opracowania i1 wdrozenia nowego podejscia
w leczeniu nowotwordéw u ludzi®, zapewniajacego optymalna efektywno$é oraz komfort
pacjenta. Jedna z metod eksperymentalnych na polu badan antynowotworych jest uzycie
tzw. wirusow onkolitycznych (ang. oncolytic viruses).

Za cel postawiono przyblizenie tematyki wirusow onkolitycznych,
w tym miedzy innymi zdefiniowanie pojecia oraz przedstawienie zarysu historii badan,
szans 1 zagrozen wigzacych si¢ ze stosowaniem preparatow wirusowych.

Jako model wiruséw onkolitycznych przyjeto adenowirusy (Ad) ze wzgledu
na stopien zaawansowania prowadzonych nad nimi badan oraz fakt, ze terapeutyki oparte
na tychze wilasnie wirusach zostaly dopuszczone na niektére rynki. W zwiagzku
Z powyZzszym, mozna zaproponowac szczegotowe rozpatrzenie przyczyn tego stanu rzeczy
— zalet adenowirusow do uzycia w terapii onkolityczne;.

W toku wywodu bedg uzywane zamiennie okreslenia ,,wiroterapia onkolityczna”
oraz ,terapia wirusami onkolitycznymi”. Ukuto réwniez neologizm ,,wiroterapeutyk”,

analogiczny do ,,chemioterapeutyku”.

2 Warto wspomnie¢ o badaniach nad weterynaryjnym uzyciem wirusow onkolitycznych, szczegdlnie
u psow, ktore molekularnie mogg by¢ blizsze cztowiekowi niz myszy (R1vErA, EULER, 2011 za: PATIL
ET AL., 2012). W pracy nie poruszono tego tematu z powodu ograniczen w objgtosci oraz zaistnienia
koniecznosci poréwnania réznych aspektow biologii cztowieka i1 innych zwierzat. Przykladowe
publikacje dot. weterynarii onkolitycznej: Patil ET 4L., 2012; MACNEILL, 2015).



CHARAKTERYSTYKA KOMORKI NOWOTWOROWEJ JAKO GOSPODARZA

1. ZARYS BIOLOGII KOMOREK NOWOTWOROWYCH

,-Rak® — choroba organizméw wielokomdrkowych charakteryzujaca sie¢ modyfikacjg genetyczng
specyficznych komoérek, w wyniku czego dochodzi do powstania stanu nowotworowego,
w ktorym komorki tracag zdolno$¢ do prawidlowej odpowiedzi na dziatanie sygnatow
kontrolujacych ich wzrost, podzialy i rozprzestrzenianie si¢ w organizmie”.
(PiEkAROWICZ, 2004: S. 576)
Komorki nowotworowe to heterogenna grupa komorek o zblizonym fenotypie, roznigcych
si¢ genetycznie 1 epigenetycznie od komorek zdrowych, jak 1 miedzy soba
(tzw. poliklonalno$¢ komorek nowotworowych). Utracily one stabilno$§¢ genetyczna,
gtownie z powodu akumulacji mutacji somatycznych® (teoria SMT ang. the somatic
mutation theory’) i/lub zmian epigenetycznych, przede wszystkim w genach zwigzanych
zregulacja: wzrostu, rdéznicowania 1 S$mierci komorki. Cze$¢ nowotwordw jest
powodowana przez dziedziczne predyspozycje. Niekontrolowane podzialy mitotyczne daja
poczatek populacjom komoérek, podlegajacym doborowi (CAHILL ET AL, 1999;
MCGRANAHAN, SWANTON, 2017): najbardziej efektywne w walce o zasoby stajg si¢
lokalnie dominujacg grupg i1 tworza wlasne mikrosrodowisko, organizujac si¢ ze zdrowymi
komodrkami w specyficzng tkanke nowotworowa.
Douglas Hanahan i Robert Weinberg (2000) poczatkowo wyodrebnili szesé
wspdlnych cech fenotypowych® wszystkich komoérek nowotworéw ztosliwych; w nowsze;j

pracy z roku 2011 jest ich osiem (tab. 1., s. 6.).

1)

3 Obecnie ,rak” to termin nazywajacy nowotwory ztosliwe tkanki nabtonkowej, kiedy$ pojecie
to obejmowato wszystkie nowotwory zlosliwe, bez wzgledu na ich lokalizacj¢. Podana definicja dotyczy
wiasnie historycznego, szerszego rozumienia.

4  Czgsto§¢ pomylek polimerazy podczas replikacji DNA, po uwzglednieniu mechanizmow
sprawdzajacych i1 naprawiajacych biedne podstawienia nukleotyddw (ang. proofreading, mismatch
repair), wynosi 1 na 10°.

5 Z racji tematyki pracy skupiono si¢ bardziej na podejsciu molekularnym, ale z racji poruszania
zagadnienia biologii nowotworow warto zauwazy¢, ze istnieje konkurencyjna do SMT teoria TOFT
(ang. Tissue Organization Field Theory), interpretujagca zmiany nowotworowe jako przede wszystkim
zaburzenie na poziomie tkankowym (SOTO, SONNENSCHEIN, 201 1; SONNENSCHEIN, SOTO, 2013).

(o)

Mimo tych samych objawow, ich podtoze genetyczne i epigenetyczne moze si¢ roznic.



Tabela 1. Cechy komoérek nowotworowych

Cecha
(wg HANAHAN, WEINBERG, 2011):

Dodatkowe informacje:

I. Wzrost niezalezny od sygnatu

II. Brak odpowiedzi na sygnat
spowalniajacy wzrost (alternacje
W obszarze gendw regulacji wzrostu)

I11. Niedziatajace mechanizmy apoptozy
(programowanej $Smierci) «—

IV. Niekontrolowane podziaty,
bez ograniczen. «— Wirusy namnazaja si¢
w komorkach w fazie S

V. Angiogeneza

VI. Utrata wrazliwos$ci na kontakty
z otoczeniem

VII. Zmiana (przyspieszenie)
metabolizmu «—

VIII. Unikanie odpowiedzi
immunologicznej

Moze by¢ spowodowany aktywacja Sciezki onkogenu Ras,
wystepujaca w okoto 30% ludzkich komorek nowotworowych;
w wielu innych przypadkach zmiany innych genéw biatek
ze §ciezki sygnalizacyjnej biatka Ras)

Okoto 50% wszystkich nowotwor6w ma mutacje inaktywujaca
w genie p53.

Cykl wigkszoS$ci eukariotycznych komorek przebiega w czterech
nastepujacych kolejno fazach: M (mitoza i cytokineza), G
(wzrost, ang. growth), S (synteza, czyli replikacja DNA), Gy
(drugi etap wzrostu), przy czym trzy ostatnie zbiorczo okresla

si¢ jako interfazg. Niedzielagce si¢ komorki somatyczne
zatrzymuja si¢ w fazie G, a dla podkreslenia specyfiki

tej sytuacji, mowi si¢ o fazie G ich cyklu komérkowego.

Atypowe 1 chaotyczne tworzenie naczyn krwiono$nych,
odzywiajacych tkank¢ nowotworowg oraz przyczyniajace si¢
do rozsiewu komoérek nowotworowych w innych lokalizacjach).

Przemieszczanie i zagniezdzanie komorek w innych obszarach
ciala (tzw. metastazy, przerzuty); niezmienione nowotworowo
komorki ging w przypadku utraty odpowiedniej stymulacji
z otoczenia.

Przyktadowo hipoksja w tkance nowotworowej powoduje
zachodzenie glikolizy beztlenowej (tzw. efekt Warburga): wzrost
zapotrzebowania na heksozy uzywany jest w wykrywaniu
ognisk  nowotworu poza ukladem nerwowym oraz
przy ocenianiu skutecznos$ci dziatania preparatow wirusowych
in vivo (obrazowanie CT).

Mikrosrodowisko o nizszym niz normalnie st¢zeniu tlenu
(0-5%) wiaze si¢ z aktywnoscig czynnika transkrypcyjnego HIF
(ang. hipoxia-inducible factor), regulujacego ekspresj¢ genow
— wykorzysta¢ mozna to przy ukierunkowaniu

Glikoliza beztlenowa powoduje réwniez obnizenie pH.
Niewystarczajaca ekspresja czasteczek MHC  klasy [

na powierzchni  komoérek  nowotworu, uniemozliwiajaca
rozpoznanie przez limfocyty T-cytotoksyczne.

Ekspresja na powierzchni komorki nowotworowej FasL
i oddziatywanie z czasteczka Fas limfocytu T-cytotoksycznego,
powodujace apoptoze danego limfocytu T.

Wydzielanie cytokin immunosupresyjnych (TGF-f, IL-10).

Selekcja komodrek nowotworowych: pozostaja tylko te o niskiej
immunogennosci.

Zrodto: wskazane w tabeli, opracowanie wlasne



Réwnolegle mozna zaproponowa¢ podzial mutacji ze wzgledu na wystapienie
w sekwencjach kodujacych produkty o charakterze:
¢ supresorowym — zazwyczaj wymagana mutacja w obu kopiach genu — cecha
recesywna; brak produktu lub produkt zmieniony (utrata dziatania, ang. loss
of function) jest czynnikiem powodujacym zmian¢ komodrki w niestabilng
genetycznie:
¢+ gen RBI, kodujacy pRB;
¢ TP53/gen p53, ktoérego produktem jest biatko p53.
¢ Onkogennym — wystarczy mutacja w jednym allelu protoonkogenu — cecha
dominujaca. Produkt genu wplywa na mechanizmy wewnatrzkomérkowe
z powodu zwigkszenia swojej aktywnosci (ang. gain of function) lub ilo$ci:
¢+ mutacje w genach biatek-GTPaz ze $ciezki Ras,
¢+ zmiana w czynniku transkrypcyjnym c-Myc, powodujaca jego
konstytutywna ekspresje,
¢+ mutacje w genach kodujacych MAP-kinazy.

Klasyfikacje te pokazuja stopien zlozonosci biologii nowotwordw, przekladajacy sig
na trudnosci w terapii. Dodatkowo guzy lite sktadaja si¢ nie tylko z komorek
neoplastyczych, ale takze ze zdrowych komorek, ktoére umozliwiaja dalszy rozwdj
nowotworu 1 wyciszajag odpowiedz uktadu odpornosciowego (CASSADY ET AL., 2016).
Oprocz tego odnalezé mozna podgrupe tzw. komoérek macierzystych nowotworu
(ang. Cancer Stem Cells, CSCs), czesto opornych na terapie. Warunkiem wyleczenia jest
eliminacja wszystkich zmienionych nowotworowo komorek.

Przez dlugi czas diagnozowano nowotwory wylacznie histologicznie przez
lekarzy patomorfologéw. Obecnie diagnostyka molekularna staje si¢ coraz bardziej
popularna i wspiera proces rozpoznania i leczenia choroby nowotworowej. W ramach
The Cancer Genome Atlas (TCGA) — projektu trwajacego od 2005 roku — zbadano
1 opisano genomy 33 nowotworow, co wigzato si¢ z przetworzeniem ogromnej ilosci
danych, ale dato podstawy do lepszego zrozumienia odmiennych rezultatow w leczeniu,

nie zwigzanych z réznicami histologicznymi (ToMCZAK ET 4L., 2015).



WIRUSY ONKOLITYCZNE

1. DEFINICJE

,»Wirusy mogg by¢ zdefiniowane jako wylacznie wewnatrzkomorkowe i potencjalnie
patogenne byty z fazg infekcyjng, a takze (1) posiadajace wytacznie jeden rodzaj
kwasu nukleinowego, (2) powielajagce si¢ w formie materialu genetycznego,

(3) niezdolne do wzrostu i przechodzenia podzialow komorkowych, (4) pozbawione

wiasnego metabolizmu™’.

(Odczyt noblowski André M. Lwoffa, 1957; ttum. wiasne)

Zaczynajac ab ovo: wirusy (tac. virus — jad, trucizna) to struktury zbudowane z kwasu
nukleinowego, zamkni¢tego w biatkowe] ostonie, zwanej kapsydem, skladajacej sie¢
z kapsomerow (od tacinskiego capsa — futeral oraz greckiego meros — cz¢$¢). Z powodu
niekomorkowej budowy wirusy zalezne s3 od komorkowego gospodarza
(prokariotycznego lub eukariotycznego), na zasadzie pasozytnictwa molekularnego,
catkowicie polegajac na jego aparacie translacyjnym, w duzym stopniu za§ —
na transkrypcyjnym 1 replikacyjnym. Poza komoérka przechodza w ,.faz¢ wirionowa”,
podczas ktorej nie spelniajg definicji organizmu® i mogg by¢ badane jak czasteczki,
np. poprzez  krystalizacje. Wirion to ,kompletna czastka wirusowa zdolna
do zapoczatkowania infekcji 1 powstania potomnych czasteczek wirusowych”
(PiekarROWICZ, 2004: s. 581), czasami poréwnywany bywa do fazy przetrwalnikowej
bakterii.

Klasyfikacja ~ wirusow  (ich  taksonomig i  filogenetyka) zajmuje
si¢ Miedzynarodowy Komitet Taksonomii Wirusow (ang. [International Comittee
on Taxonomy of Viruses, ICTV). Do zadan tej instytucji naukowej nalezy réwniez

zatwierdzanie nazw wirusow.

7 W oryginale: ,,Viruses could accordingly be defined as: strictly intracellular and potentially pathogenic
entities with an infectious phase, and (1) possessing only one type of nucleic acid, (2) multiplying in the
form of their genetic material, (3) unable to grow and to undergo binary fission, (4) devoid of a Lipmann
system”. Obecnie nie stosuje si¢ okre§lenia ,,system Lipmanna”, dotyczacego aparatu energetycznego
komérki 1 procesow  koenzymu A. Cytat za strong internetowa Nagrody Nobla:
[//NOBELPRIZE.ORG/NOBEL_PRIZES/MEDICINE/LAUREATES/1965/LWOFF-LECTURE.HTML, dostep 5 lipca 2018,
(na stronie pomytka w dacie wyktadu)].

8 W zaleznosci od przyjecia definicji funkcjonalnej lub strukturalnej zycia, mozna argumentowa¢ dwojako
w kwestii uznania wirusy za zywe. Podlegaja one tym samym mechanizmom ewolucyjnym,
co organizmy: mutacji oraz presji selekcyjne;.



Szczep wirusowy (strain) to taki wariant wirusa, ktéry jest stabilny
1 charakterystyczny, mozna go wyrdzni¢ na podstawie sekwencji w genomie objawiajacych
si¢ fenotypowo (VAN REGENMORTEL, 2008). Serotypy (serotypes) to szczepy wirusowe,
réznigce si¢ antygenowo — odmienne serotypy s3 neutralizowane przez rozne
przeciwciala (IBIDEM). Pojecie gatunku biologicznego (np. z encyklopedii PWN
lub funkcjonujace w dziedzinie botaniki lub zoologii) nie ma zastosowania w przypadku
wirusow. O ile poczatki ICTV siggaja roku 1966, to definicje gatunku wirusowego przyjeto
dopiero po 25 latach, w 1991. Gatunek wirusowy okreslony zostat jako ,,politetyczna klasa
wirusow, ktora stanowi lini¢ replikacyjng i1 zajmuje okre$long nisze ekologiczng”
(ang. “a virus species is a polythetic class of viruses that constitute a replicating lineage
and occupy a particular ecological niche”; ICTV Copk..., 2018) ,najnizszy poziom
taksonomiczny zatwierdzony przez ICTV, [...] monofiletyczna grupa wirusow, ktorej
wlasciwosci mogg by¢ odroéznione od tych z innych gatunkéw poprzez wielorakie kryteria”
(ang. "A species is the lowest taxonomic level in the hierarchy approved by the ICTV.
A species is a monophyletic group of viruses whose properties can be distinguished from
those of other species by multiple criteria.", 1BIDEM). Réwnolegle funkcjonuje rowniez
pojecie  quasi-gatunku, podkreslajace specyfike stosowania konstruktu gatunku
w klasyfikacji wirusow.

Nazwa ,,onkolityczny” powstala z polaczenia greckich stow onkos (8yxog —
masa, ciezar), odnoszacego si¢ do nowotworu, oraz [ytikos — ,rozpuszczalny”,
dotyczacego przebiegu infekcji cytolitycznej, tzn. konczacej si¢ rozpadem komorki
gospodarza (etymologia za Internetowym Stownikiem wyrazow obcych i zwrotow
obcojezycznych Wiadystawa Kopalinskiego)’. Internetowy stownik Oxford Dictionaries
datuje najwczes$niejsze zanotowane, oficjalne uzycie terminu ,,onkoliza” (ang. ,,oncolysis”)
na lata 20. XX wieku 1 przypisuje je Thomasowi L. Stedmanowi, bedgcemu autorem
stownikow  medycznych. Wiele wczesnych publikacji  dotyczacych — wirusow
onkolitycznych nie zawiera frazy ,,onkolityczny” (ang. ,,oncolytic virus/virotherapy”,
HammiLL ET 4r., 2010). Najwcze$niejszy artykul uwzgledniony w bazie PubMed
z tym wyrazeniem pochodzi z 1946 roku: uzyte zostalo ono na opisanie mechanicznego

otwarcia komorki nowotworowej za pomoca wysokiego stezenia alkoholu

9  Stownik dostepny pod adresem: //slownik-online.pl/index.php



([//NCBLNLM.NIH.GOV/PUBMED/18731129, wyszukano 13 maja 2016]). Mozna zauwazyc¢,
ze do lat 50. w leczeniu migsakoéw stosowano kontrowersyjny ekstrakt ze Stroptococcus
pyogenes'’ i Seratia marcescens (tzw. toksyny Coleya) (McCARTHY, 2006; WHAT IS
COLEY’S TOXINS TREATMENT..., 2012). Pokazuje to, ze zdolno$¢ do onkolizy nie jest cecha
jedynie wiruséw (wigcej na ten temat: JAZOWIECKA, Szara, 2002) Powstajg réwniez
propozycje polaczenia onkolitycznosci wirusowej oraz bakteryjnej (Krzykawski, 2015).

Wedtug definicji National Cancer Insitute: wirus onkolityczny preferencyjnie
infekuje 1 niszczy wytacznie komorki nowotworowe drogg lizy, uwalniajac jednoczes$nie
nowe czasteczki wirusa; widac tutaj r6znice migdzy wirusami onkolitycznymi i wektorami
wirusowymi, uzywanymi w terapii genowej, ktdre pozbawiane sa zdolnos$ci
do replikowania si¢. Wirus moze by¢ naturalnie onkolityczny, dlatego tez lakoniczna
definicja — ,,zmodyfikowana genetycznie jednostka wirusowa, ktérej zadaniem jest
infekowanie 1 niszczenie komoérek nowotworowych”, jaka podaje polskojezyczna wersja
Wikipedii, jest zbyt waska (Wirus onkoLityczny, 2014). Wirusy niosace dodatkowa
informacje¢ genetyczng, zwigkszajaca ich skuteczno$¢, okreslane sa jako wirusy
onkolityczne uzbrojone (ang. armed). Arsenal obejmuje m.in. geny kodujace interleukiny
(Post ET aL., 2007), czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow,
(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), biatka indukujace
fuzje komorek (ang. cell fusion inducing proteins) (DEL Papa, PARKS, 2017).

Rownolegle prowadzone s3 prace nad ukierunkowywaniem wiruséw
onkolitycznych na nienowotworowe komorki obecne w tkance nowotworowe;.
Zaobserwowano, ze onkolityczny pokswirus Pexa-Vec infekuje komorki s$rodbtonka
zwigzane z angiogenezg nowotworowa (ang. tumor-associated endothelial cells, TECs)

(BREITBACH ET AL., 2013).

2. MECHANIZM ONKOLITYCZNOSCI WIRUSOWEJ
Cykl replikacyjny kazdego wirusa zachodzi w komorkach wrazliwych na infekcje
(kryterium jest obecnos$¢ receptoréw koniecznych do adsorpcji wirusa) i permisywnych,
tzn. zapewniajacych odpowiednie srodowisko wewnetrzne. Mozna wyrdzni¢ kilka etapow

tego procesu, wspolnych dla wszystkich wirusow zwierzecych (por. il. 1., s. 12.):

10 Jedna z wczesnych prac nt. onkolitycznosci paciorkowcoéw: TAKETO Y., TAKETO A., 1967.
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II.

I1I.

IV.

V.

Adsorpcja — przylaczenie do specyficznych receptorow oraz koreceptoréw
obecnych w blonie komdrkowej gospodarza. Wigzanie do receptora jest zalezne od
pH, sily jonowej, obecnosci jonow Mg** i Ca®"; temperatura fizjologiczna pozwala
na internalizacj¢ wirusa. Zmiany wprowadzane za pomocg metod inzynierii
genetycznej w obrebie gendw receptoréw wirusowych pozwalajg na otrzymanie
wirusow selektywne rozpoznajacych wybrane komorki. Taka modyfikacja
tropizmu'' to inaczej ukierunkowanie transdukcyjne (fac. trans — poprzez, diicere
— prowadzi¢; SINGH ET AL., 2012).

Internalizacja lub penetracja — wejscie do komorki i1 utrata ostonki biatkowe;.
Moze odbywac si¢ poprzez pinocytoze, endocytozg, lub fuzje, dotyczy¢ catego
wirionu lub bardzo rzadko — tylko odptaszczonego materiatu genetycznego.
Transkrypcja i pasozytnictwo na aparacie translacyjnym.

Cykl wirusa onkolitycznego w komorkach niezmienionych nowotworowo
powinien zatrzymac¢ si¢ najpdzniej przed faza trzecig, z dostatecznie duzym
prawdopodobienstwem, aby minimalizowa¢ uszkodzenia zdrowej tkanki 1 dziatania

niepozadane leczenia.

Zawezenie zbioru komorek permisywnych dla wiruséw onkolitycznych osiaga si¢
poprzez manipulacje w wirusowych genach wczesnych (od ich ekspresji zalezy
sukces infekcji) — jest to tzw. ukierunkowanie transkrypcyjne (SINGH ET AL., 2012;
Pico, 2005). Dodatkowo mozna uzy¢ miRNA do regulacji posttranskrypcyjnej, aby
obnizy¢ ekspresje gendéw w komorkach nienowotworowych (YLOSMAKI ET AL,
2008), w szczegolnosci dla adenowiruséw w komodrkach watroby.

Replikacja genomu: wirus ,korzysta” z enzymoéw komorkowych, albo koduje
wilasne.

Sktadanie czastek wirusowych i pakowanie genomu, ekspresja tzw. genéw pdznych

(ang. late genes).

11

Tropizmem w wirusologii okresla si¢ zjawisko infekowania tylko okreslonych komorek przez wirusy.
Selektywno$¢ wystepuje na poziomie wyboru gospodarza / grupy gospodarzy oraz na poziomie tkanek.
Tropizm wynika w pierwszej kolejnosci z rozpoznania receptoréw komoérkowych przez receptory
wirusowe (tzw. wrazliwo$¢ na infekcjg¢). Drugim czynnikiem warunkujacym tropizm jest wystapienie
okreslonych cech fenotypowych w funkcjonowaniu komorki gospodarza.
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VI. Opuszczenie komoérki gospodarza. W  przypadku wiruséw  ostonkowych:
paczkowanie (ang. budding), bezposrednio z btony cytoplazmatycznej lub z etapem

egzocytozy. Wirusy bezostonkowe najczesciej koncza swoj cykl liza komorki.

Ilustracja 1. Dziatanie wirusa onkolitycznego

Internalizacja wirusa do komorki nienowotworowej nie zachodzi (niewrazliwo$§¢ z powodu braku
receptorow) (1) lub infekcja jest zatrzymywana na poczatkowym etapie (niepermisywnos¢) (2a), przy czym
komorka moze wydzieli¢ interferon (IFN-I), uniemozliwiajacy dalsze infekowanie komodrek wrazliwych na
ten sygnal. W przypadku komoérki nowotworowej wirus onkolityczny wchodzi do wewnatrz (3a),
rozpoczyna swoj cykl infekcyjny (transkrypcja, translacja, replikacja, sktadanie czasteczek wirusowych),
konczacy si¢ liza komorki i uwolnieniem wirionéw potomnych (3c).

Na schemacie nie zachowano proporcji pomigdzy wielkoscig elementéw: wirion — 90 nm, jadro
komoérkowe 6 pm.

Zrédto: rysunek whasny

Oprécz bezposredniego dzialania lizujgcego komorki, wirusy powoduja efekt
antynowotworowy rowniez poprzez stymulacj¢ mechanizméw odpornosci komdrkowej
oraz ukltadu odpornosciowego, w szczegoélnosci: apoptozy indukowanej cytokinami,
cytotoksyczno$cia, dziataniem komoérek T (Cassapy ET 4L, 2016). Prowadzi
to do koniecznosci doktadniejszego rozwazenia dziatania i1 roli uktadu odpornosciowego

w kwestii wiroterapii onkolityczne;j.
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ROLA UKLADU ODPORNOSCIOWEGO
Glownym zadaniem uktadu odpornosciowego jest utrzymanie homeostazy organizmu,
w szczegdlnosci poprzez utrzymanie tolerancji na wlasne antygeny, niszczenie komorek
wykazujacych ekspresje nieprawidlowych lub zmienionych antygendow wilasnych (komorki
nieprawidlowe, stare, nowotworowe), a takze obron¢ przed patogenami. Spontanicznie
pojawiajace si¢ w nastgpstwie mutacji somatycznych komoérki nowotworowe sgniszczone
przy udziale sprawnie dziatajacego uktadu odpornosciowego.

Istotng role w rozpoznaniu komoérek petni ekspresja czasteczek gtdéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej klasy I (ang. Major Histocompatibility Complex I, MHC-I, albo
ang. Human Leukocyte Antigens, HLA, w przypadku ludzi) na blonie komorkowe;.
Wyeksponowanie przez MHC-I peptydu rozpoznawanego przez receptor TCR limfocytu
T-cytotoksycznego CD8" konczy si¢ apoptoza komorki eksponujacej. Rowniez brak
MHC-I na powierzchni komorki powoduje jej $mier¢, poprzez aktywacje komorek NK
(ang. natural killers) i apoptoze'. Komorki nowotworowe czesto majg niewielkg ekspresje
MHC-I, ale wydzielaja cytokiny immunosupresyjne, ktére m.in. blokujg receptory
komorek NK albo przeciwdziatajg stanowi zapalnemu. Rola wybranych cytokin zostala
przedstawiona w tab. 2., s. 14.

W odpowiedzi na infekcj¢ wirusowga komorki zainfekowane wydzielajg
interferon (IFN), ktéry blokuje mozliwos¢ dalszego infekowania komorek, wrazliwych
na ten sygnat. Istotng kwestig jest fakt, ze cze§¢ komorek nowotworowych traci zdolnos¢
reagowania na IFN (wadliwa $ciezka Ras/PKR/elF-2a), pozwalajac na namnazanie
si¢ wirusow onkolitycznych.

Wirusy onkolityczne, jako czastki obce dla organizmu, mogg wywotywaé
odpowiedz odpornosciowa ograniczajaca skuteczno$¢ wiroterapii. Przeprowadzono
retrospektywng analize kliniczno-epidemiologiczng, majaca na celu identyfikacje
czynnikow wplywajacych na skutecznos$¢ wiroterapii adenowirusami (TAIPALE ET AL.,
2016). W grupie 170 pacjentéw zbadano wystepowanie 1 st¢zenie przeciwciat przeciwko
adenowirusom uzytym w terapii: wykryto je u 119 badanych (dowolne stgzenie

niezerowe), za$ u pozostalych 51 — wynik byt negatywny. Zauwazono, ze pacjenci,

12 Dotyczy to komorek innych niz te, ktorych zadaniem jest prezentowanie antygenoéw (ang. antigen-
presenting cell, APC)
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u ktorych nie wykryto przeciwcial neutralizujgcych wiroterapeutyk, mieli dluzszy czas
przezycia (mediana parametru overall survival wyniosta 239 dni), w poréwnaniu
do pacjentow ze stwierdzong obecnoscia przeciwciat antyadenowirusowych (mediana: 122
dni) (TAIPALE ET 4L., 2016). Wskazuje to na wigksze prawdopodobienstwo rozpoznania
1 zneutralizowania adenowirusOw przez swoiste przeciwciala, w poréwnaniu np. z wirusem

krowianki (IBIDEM).

Tabela 2. Rola wybranych cytokin w odpornos$ci przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej

Nazwa grupy Przedstawiciele danej
Produkowane przez Wybrana funkcja cytokiny
cytokin grupy cytokin [UniProt]
Interleukiny (IL) ) S )
Makrofagi, leukocyty IL-24 [Q13007] Dziatanie przeciwnowotworowe

(bez interferonow)

Dziatanie przeciwwirusowe,

Jw. Jw. IL-8 [P10145] w szczego6lnosci przeciw infekcji
adenowirusowej
Interferony (IFN) ) IFN-I Oddziatywania z komorkami
Makrofagi, fibroblasty ) o
(podgrupa IL) (IFN-a, IFN-B [P01574]) NK; hamowanie replikacji wirusa
Komorki NK,

) limfocyty CD4" IFN-II o )

Jw. ) Dziatanie przeciwnowotworowe
T-helperowe 1 i CD8" (IFN-y [P01579])

T-cytotoksyczne,

m.in. komorki

dendrytyczne IFN-III
) plazmacytoidalne i (IFN-A1 [Q8IU54], Dziatanie przeciwwirusowe
v wywodzace si¢ z linii IFN-A2, IFN-A3, (PALMA-OCAMPO ET AL., 2015)
monocytarno- IFN-A4)
makrofagowe;j
Czynniki martwicy Makrofagi, TNF-a [P01375] o ]
nowotworu (TNF) limfocyty T TNF-B [P01374 ] Deiatanie przectwmowotiworowe
Transformujace  Niektore limfocyty T, Dziatanie immunosupresyjne,
czynniki wzrostu komorki TGF-B1 [P01137] pronowotworowe
beta (TGF-B) NOWOtworowe (CONNOLLY ET AL., 2012)

Zrbdto: wskazane w tabeli, opracowanie wlasne
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Odporno$¢ zalezna od przeciwciat (por. il. 2.) skierowana moze by¢ przeciwko

samym wirionom lub tez komdérkom przechodzacym infekcje wirusowa.

Zaburzanie odptaszczania

Swoist iwciat Zahamowanie przytaczania do
Waolisie przeciwciao wrazliwych komérek

.

Zaburzanie transkrypcji mRNA

Fagocytoza
wirionu
przez
makrofagi

Swoiste przeciwciato

Opsonizacja
wirionu przez
przeciwciata

Makrofagi

Antygen

WIrusowy
(obecny na
powierzchni

kamarki)

Swoiste przeciwciato

Zniszczenie
komaorki

Makrofagi

Liza komdrki
(cytotoksycznost
komdrkowa

Antygen

Swoiste przeciwciato .
wirusowy

- (obecny Ea_ zalezna od
Komdrka NK ek przeciwcial,

ADCC)

Ilustracja 2. Wybrane reakcje antywirusowe uktadu odpornosciowego, mechanizmy inicjowane przez
przeciwciata

Zrédto: rysunek whasny

Aby zmniejszy¢ skutki niepozadane ze strony ukladu odpornosciowego przy

podaniu dozylnym wiruséw onkolitycznych, mozna zastosowac:
I. wirusy o stabej immunogennosci, takie jak np. wirusy zwigzane z adenowirusami
(ang. adeno-associated viruses, AAV) z rodziny Parvoviridae (ALAM ET AL., 2011;
2014)", Alphaviridae (ZAJAKINA ET AL., 2015 za: LUNDSTROM, 2017), forma EEV

wirusa krowianki (ICHIHASHI, 1996; KIRN ET AL., 2008).

13 AAV sa rozpatrywane czgsciej jako wektory w terapiach genowych lub w immunoterapii nowotworow.
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II. wirusy nierozpoznawane przez uktad odpornosciowy (indywidualne testy
pozwalajg okresli¢ wystgpowanie i miano przeciwcial IgG przeciwko wirusowi);

II1. r6znego rodzaju transportery komérkowe (por. CELY VIR), poréwnywane do konia
trojanskiego (L1 ET 4L., 2016; PAN ET 4L., 2013);

IV.wiriony w otoczce 2z nanoczgsteczek chronigcej przed rozpoznaniem
(Ad/PEGDPHF);

V. poda¢ rownolegle z wirusem onkolitycznym taki sam wirus, pozbawiony zdolno$ci
replikacji, majacy za zadanie ochroni¢ wiasciwy wiroterapeutyk przed neutralizacja
przez przeciwciata (Xu ET AL., 2018). Jest to metoda wymagajaca doktadniejszego

zbadania.

Oprécz obnizenia rezultatow leczenia, aktywacja uktadu odpornosciowego zakonczy¢
moze si¢ powazniejszymi konsekwencjami. W 1999 roku osiemnastoletni Jesse Gelsinger,
biorgcy udziat w testach klinicznych terapii genowej, zmart po wystapieniu odpowiedzi
odpornosciowej. Byla ona spowodowana podanym dozylnie Ad 5, rozpoznawanym przez
przeciwciata. Zbyt duza dawka preparatu wirusowego spowodowata niewydolnosé¢
wielonarzagdowsa, zwigzang z nadmierng aktywacjg uktadu odpornosciowego (STOLBERG,
1999; SiBBALD, 2001).

Z drugiej za$ strony infekcje wirusowe mogg stymulowaé odpowiedz
przeciwnowotworowg (JACQUELINE ET AL., 2017), przyktadowo: wirus grypy przeciwko
rakowi ptuc (IHEAGWARA ET AL., 2014). Powodem jest podobienstwo antygenowe biatek
wirusowych (istotne sa wzorce molekularne zwigzane z patogenami, ang. Pathogen
Associated Molecular Patterns, PAMPs) do antygenéw nowotworowych (ang. tumor-
associated antigens, TAAs; tumour-specific antigens, TSAs; takze Tumor-associated
peptides, TUMAPs oraz Tumor-specific peptides, stosowane w spersonalizowanych
szczepionkach w  projekcie APVACS/GAPVAC" [//gapvac.eu/science/apvacs/]).
Limfocyty T-helperowe, rozpoznajace dany antygen, aktywuja odpowiedz komorek

T-cytotoksycznych (IHEAGWARA ET AL., 2014). Liza komorek prowadzi do reakcji zapalnej

14 GAPVAC (skrot od ang.The Glioma Acively Personalized Vaccine Consortium) w swoich celach
zaktada ustalenie dziatania antygenow na odpowiedz antynowotworowa
([//gapvac.eu/science/objectives/]). Zalozy¢ mozna, ze badania te moglyby wptynaé¢ na projektowanie
wiruséw onkolitycznych albo mogtyby by¢ potaczone w ztozong terapig.

16



z powodu wykrycia wzorcéw molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem komorek/tkanek
(ang. Damage Associated Molecular Patterns, DAMPs).

Nie do konca poznanym zjawiskiem jest wykorzystanie uktadu odpornosciowego
do zmniejszenia efektow negatywnych terapii onkolitycznej (wyeliminowania infekcji
komorek niezmienionych nowotworowo) (BALATHASAN ET AL., 2017).

Podsumowaniem tego rozdzialu jest schemat, bedacy proba przedstawienia
odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego przeciw komoérkom zainfekowanym

wirusami oraz przeciw wirusom (il. 3., s. 18).
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Mustracja 3. Wybrane mechanizmy odpowiedzi uktadu odpornosciowego w terapii przeciwnowotworowej

wirusami onkolitycznymi

Zrodto: rysunek wiasny
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HISTORIA ZASTOSOWANIA WIRUSOW ONKOLITYCZNYCH
Mozna zastanawiac si¢, czy anegdotyczne uzdrowienie Peregryna Laziosi (§wiety Kosciota
katolickiego, patron chorych na raka, majacy zy¢ w $redniowiecznych Wtoszech w latach
1260-1345) mogloby by¢ spowodowane zakazeniem wirusowym: wedle legendy zmiany
nowotworowe na nodze ustgpity przez noc, a $w. Peregryn nie musial poddawaé si¢
ryzykownej amputacji konczyny i dozyl poznej staro$ci (IMMUNOONCOLOGY, 14 lipca
2015).

Zanim Dimitrij Iwanowski (1892), Martinus Beijerinck (1898), Fryderyk
Loeffler wraz z Paulem Froschem (1898) zaobserwowali istnienie niefiltrowalnych
czynnikoéw chorobotworczych'’, mniejszych niz bakterie, w potowie XIX wieku spisywano
pierwsze lekarskie wzmianki o mozliwym leczniczym wplywie niektorych chorob
na nowotwory. Obecnie wiadomo, Ze schorzenia te wywolywane sg przez wirusy. Przekazy
dotyczyty pacjentéw cierpigcych na nowotwory pochodzenia hematologicznego, ktore
ulegaty krétkotrwatej regresji pod wplywem infekcji wirusowych (omowiono w: KELLY,
RusseLL, 2007).

W 1904 roku wioski ginekolog Nicola De Pace zaobserwowatl regresj¢ guza
szyjki macicy, zbiegajacg si¢ w czasie z podaniem pacjentce atenuowanego wirusa
wscieklizny (szczepienie po ugryzieniu przez psa). Podobny rezultat zaobserwowano
uinnych o$miu pacjentek, ktorym podano ostabionego wirusa wscieklizny. W 19121
zostala opublikowana praca opisujaca ten eksperyment (tytul wtoski: ,,Sulla scomparsa di
un enorme cancro vegetante del collo dell utero senza cura chirurgica’). Mozna uzna¢ to
za pierwsza udokumentowang probe celowego uzycia wirusOw onkolitycznych w terapii
przeciwnowotworowej (POwWER, BELL, 2007), chociaz paradoksalnie ma ona swdj poczatek
w przypadkowej obserwacji.

Levaditi razem z Nicolau w 1922 roku przeprowadzili na myszach i szczurach

obserwacje¢ wzrostu guzow skornych 1 migsakéw (ang. sarcoma), zainfekowanych

15 Wigcej na temat poczatkéw wirusologii: SUMMERS, 2014.

16 Niektoére zrodta (Mahoney i wsp. w artykule z pazdziernika 2014 roku, ktéry ukazal si¢ w Scientific
American, strona preparatu Rigvir), podaja, ze artykut (o nieznanym tytule) lub inny rodzaj doniesienia
naukowego autorstwa De Pace’a zostal opublikowany w 1910. Nie udato si¢ potwierdzi¢ tego wydania,
wydaje si¢, ze jest to zwigzane z pomytka w dacie albo trudng dostgpnoscia.

W 1912 roku umiera wspomniana pacjentka z 1904 roku.
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herpeswirusem albo wirusem krowianki (ang. Vaccinia Virus, VV). Poréwnanie tkanki
zakazonej z proba kontrolng (wolng od wiruséw) pokazato zmniejszony przyrost masy
nowotworu w przypadku wystepowania infekcji wirusowej (za: HAMMILL ET AL., 2010;
prace oryginalne Levaditiego i Nicolau nie zostaly zdigitalizowane i dostepne sg wytacznie
w jezyku francuskim: Sur la culture de virus vaccinal dans les neoplasmes epitheliaux
[O hodowli wirusa krowianki w nowotworach nabtonkowych, tham. wlasne], 1922; Affinite
du virus herpetique pour les neoplasmes epitheliaux [Powinowactwo wirusa opryszczki
wzgledem nowotworow nabtonkowych, tham. wlasne], 1922).

Alice Moore w latach 1949-1951 prowadzita badania nad wirusem rosyjskiego
dalekowschodniego zapalenia moézgu przenoszonego przez kleszcze (ang. Russian
Far East[ern] Encephalitis Virus), ktory zatrzymal lub spowodowat catkowite usunigcie
nowotworow w modelu zwierzgcym, m.in. nerwiaka zarodkowego (ang. neuroblastoma,
agresywny nowotwor, wystepujacy u dzieci). Jednakze infekcja oprocz efektu leczniczego,
konczyta si¢ $miercia zwierzat zainfekowanych, a proby atenuacji wirusa nie pozwalaly na
zachowanie jego wysokiej onkolitycznosci (za: HAMMILL ET 4L., 2010). Innym wirusem
badanym przez Moore byl szczep Egypt 101 wirusa Zachodniego Nilu (ang. West Nile
virus, WNV), nalezacy do rodziny Flaviviridae. W celu uzyskania ochrony przed
nadmiernym neurotropizmem WNYV, prébowano wykorzysta¢ wirusa choroby Newecastle
(ang. Newcastle Disease virus, NDV) do preinfekowania niezmienionych nowotworowo
komorek mozgu (oméwiono w pracy: KELLY, RUSSELL, 2007; MOORE, 1952 oraz SOUTHAM,
MOORE, 1954, omowione w: VAHA-KOSKELA ET AL., 2007).

Do 1952 roku przeprowadzono badania nad 42 rdéznymi typami wirusow,
wstrzykiwanymi dozylnie lub dootrzewnowo zwierzetom z guzami; 11 z nich
spowodowato regresje guza w co najmniej jednym modelu badawczym (za HammiLL
ET AL., 2010).

W 1956 roku miala miejsce pierwsza proba kliniczna z uzyciem wirusow
onkolitycznych (HUEBNER ET AL., 1956°, za: VENKATARAMAN ET AL., 2008). Zastosowano
10 serotypow dzikich adenowirusow (w tamtych latach adenowirusy znane byty jako
wirusy A-P-C, ang. 4-P-C viruses) w leczeniu raka szyjki macicy u 30 pacjentow. Wybor

ten byt spowodowany ich wysoka cytopatyczno$cia in vitro wzglegdem komorek HeLa.
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In vivo nie zaobserwowano znaczgcego wplywu na przebieg choroby (SMITH ET AL.,
19567). Jesli byto to mozliwe, wybierano serotypy, na ktore leczony nie posiadat
przeciwcial. U dwoch trzecich pacjentow zanotowano lokalng odpowiedZz w tkance
nowotworowej, w postaci nekrozy i owrzodzenia (ang. ulceration of tumour), jednak bez
doktadnych informacji, ktére pozwolityby poroéwna¢ lub oceni¢ obiektywnie skutecznosé
leczenia. Ostatecznie wszyscy pacjenci zmarli z powodu progresji choroby nowotworowe;j
(SMITH ET AL., 1956).

Czes$¢ artykuldow naukowych publikowana jest jedynie w jezykach narodowych.
Duze znaczenie ma to w przypadku badan oryginalnych, ograniczajac przeptyw informacji
— niedawnym przykltadem beda chinskie publikacje dot. Oncorine. Na Lotwie, znajdujace;j
si¢ za zelazng kurtyng w latach 50., zespot do ktoérego nalezy doktor Aina Muceniece
opublikowal w jezyku lotewskim oraz rosyjskim swoje badania nad potencjalem
onkolitycznym wirusow ECHO (ang. enteric cytopathogenic human orphan viruses,
ludzkie jelitowe cytopatogenne wirusy sieroce, enterowirusy). W krotkim artykule
przegladowym przyblizajacym czeg$¢ tych rosyjskojezycznych prac podano, ze w fazie
wczesnych badan (lata 1960-1965) 72% z 60 znanych enterowiruséw wykazywato
onkotropizm oraz onkolityczno$¢ (BRUVERE ET AL., 2002). W roku 1968 rozpoczely sie
pierwsze badania kliniczne nad wirusem ECHO-7, wspoéfczesnie znanym pod nazwa
RIGVIR ([dostep 27 lipca 2018, dostepny w Internecie: //rigvir.com/clinical-studies/]).
Do 2002 roku w badaniach tych poddano leczeniu 1063 pacjentdéw z rdéznymi
nowotworami, w tym 824 zczerniakiem zlo§liwym (BROVERE ET 4L., 2002).
Zaobserwowano brak powaznych reakcji ubocznych preparatu oraz zwigkszenie liczby
pacjentéw z pigcioletnim czasem przezycia w poréwnaniu z grupami leczonymi innymi
metodami (omowiono w: BRUVERE ET 4L., 2002).

W 1974 roku przeprowadzono testy kliniczne z uzyciem nieatenuowanego,
dzikiego wirusa nagminnego zapalenia przyusznic (tzw. wirus $winki, ang. mumps virus,
MuV) na grupie 90 pacjentoéw w terminalnym stadium choroby nowotworowej (rak uktadu
pokarmowego, ukladu oddechowego, rak macicy zajmujacy powyzej 50% narzadu)
(AsaDA, 1974). U 88% leczonych (79 osob) odnotowano poprawe: u 41% (37 osob)

wystgpita catkowita regresja lub zmniejszenie guza powyzej 50%, u 47% (42 osoby) —

*  Jest to ten sam artykul.
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zatrzymanie wzrostu lub zmniejszenie guza ponizej 50%; reakcjami ubocznymi na leczenie
byto krwawienie lub goraczka, wystapity one u siedmiu osob, czyli okoto 8% leczonych.
Autor pracy przypuszczal, ze efekt cytostatyczny wynikat z powodu podania zbyt niskiej
dawki wirusa. Oprocz powyzszych wynikéw, na uwage zashuguje dyskusja, zawierajaca
polemike z 6wczesng opinig czesci badaczy, iz efekt onkolityczny miatby by¢ zalezny
od antywirusowego dziatania interferonu lub innych mechanizméw zwigzanych
z odpornoscig. Gdyby ta hipoteza byla stuszna, stan chorych polepszataby dowolna
infekcja wirusowa; dodatkowo bezposrednie podanie wirusa do tkanki nowotworowe;j
nie skutkowaloby efektem onkolitycznym z powodu niskiej produkcji interferonu.
Kolejnym kontrargumentem byla odpowiedZz antynowotworowa u  pacjenta,
nie posiadajacego przeciwcial anty-MV, rdznigca si¢ od reakcji na podanie szczepionki
atenuowanej (IBIDEM).

Na zmniejszenie zainteresowania badaniami nad wirusami onkolitycznymi
wptyw miaty ponizsze okolicznosci:

1) Przede wszystkim brak narzedzi inzynierii genetycznej, rOwnowazny
z niemoznosciag uzyskania efektywnego szczepu, ktéory bylby tez w pelni
bezpieczny (atenuowany); dopiero w latach 70. opracowano technike rekombinacji
DNA (JACKSON ET AL., 1972), udoskonalang od tamtej pory.

2) Powigzane z powyzszym trudnosci w obrazowaniu i pomiarze replikacji wirusow
in vivo (obecnie stosuje si¢ nieinwazyjne metody, polegajace na umieszczeniu
specyficznych transgenéw, dla przyktadu GFP, lacZ).

3) Ograniczenia techniczne w otrzymywaniu wigkszych ilo$ci czystych preparatow
wirusowych, zdatnych do uzycia w testach klinicznych.

4) Niepelne  zrozumienie = mechanizmu  onkolitycznosci  oraz  dziatania
przeciwnowotworowego.

5) Nadzieje wigzane z chemioterapia — poczatkowy entuzjazm na poczatku
XX wieku, znaczacy jej rozwdj pod koniec lat 40. spowodowany przez
wprowadzenie antagonisty kwasu foliowego (aminopteryny) w leczeniu biataczki
przez Farbera 1 wspoOtpracownikoéw w 1948 roku, a podzniej opracowanie

skuteczniejszej formy leczenia w latach 60. XX wieku (DEVITA, CHU, 2008).
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6) Postepy anestezjologii (znieczulenie, sterylno$¢), pozwalajace na niemozliwe

wczesniej interwencje chirurgiczne.

Opracowanie nowych metod biotechnologicznych spowodowaly ponowny wzrost
zainteresowania wirusami onkolitycznymi. Hiroshi Fukuhara, Yasushi Ino i Tomoki Todo
podaja jako jeden z momentéw przelomowych rok 1991, kiedy wychodzi praca
dot. eksperymentalnego leczenia glejakow przy uzyciu zmodyfikowanego genetycznie
wirusa herpes simplex-1 (HSV-1) (MARTUZ ET AL., 1991 za: FUKUHARA ET 4L., 2016).
Ponadto zmienia si¢ postrzeganie procedury operacyjnej — chociaz pozostaje
podstawg leczenia wielu nowotwordéw (sztandarowym przyktadem jest wczesnie wykryty
czerniak), niektére analizy sklaniaja do stawiania hipotezy, ze zabieg ten nie wptywa
na przebieg choroby, chyba ze zlokalizowana w newralgicznych miejscach zmiana

nowotworowa zagraza zyciu pacjenta (praca przegladowa: BENjaMIN, 2014).
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OBECNY STAN BADAN

Magazyn Forbes uznal za czterech ,najwazniejszych graczy” w terapii onkolityczne]
na rok 2017 reowirusy, herpeswirusy, wirusy coxsackie oraz adenowirusy (WEINTRAUB,
2016).

Wedtug clinicaltrails.gov obecnie prowadzonych (aktywnych, bez rekrutacji) jest
11 prodb klinicznych dot. onkolizy wirusowej (stan na 4 lipca 2018). Dwie z nich dotycza
adenowirusow (CG0070 oraz DNX-2401).W bazie tej mozna znalez¢ w sumie 75 badan
dotyczacych wirusow onkolitycznych (stan na 6 lipca 2018, wybrane proby kliniczne
przedstawione na il. 4., s. 24). Do 10 czerwca br. ukazaty si¢ 235 publikacje nt. onkolizy,
przez miesigc (od 10 czerwca do 10 lipca) opublikowano kolejne 32 ($rednio jedna
dziennie), co wpisuje si¢ w obecny trend zainteresowania wirusami onkolitycznymi
(por. wykres 1.).

Od 2012 roku ukazuje si¢ tematyczne czasopismo elektroniczne Oncolytic
Virotherapy, jednak artykuty dot. wiroterapii onkolitycznej nadal ukazuja si¢ pod egida
innych publikacji, ogélnie o tematyce onkologicznej, a takze m.in. w The Lancet, PLOS,

Cancer Research.

Wykres 1: Liczba publikacji, dotyczacych wiruséw onkolitycznych, w bazie PubMed, w zalezno$ci od roku

wydania
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PubMed [//ncbi.nlm.nih.gov/pubmed], dane z 10 czerwca 2018

24



Nowotwory ztosliwe piersi*:
K: 21,7%

Nowotwory ztosliwe méozgu:

JX-594 [NCT02630368] (R)
MV-NIS [NCT01846091] (A)
Reolysin [NCT01656538] (C)
Talimogene laherparepvec
[NCT02779855] (R)

K: 1,6% M: 1,7%
«  DNX-2401 [NCT01956734] (C)
[NCT01582516] (C),
[NCT02197169] (A)
ParvOryx [NCT01301430] (C)

Reolysin [NCT02444546] (R)
Seneca Valley Virus [NCT01048892] (C)

Nowotwory zto$liwe watroby

K: 0,8% M: 1,2%
e JX-594 [NCT00554372] (C+Res) M7 /
*  LOAd703 [02705196] (R) ,/

*  Pexa-Vec [NCT03071094] (R)

Nowotwory ztosliwe jelita grubego: TR R RS Yo\ |
K: 10,2% M: 12,2% i B 8 - o

«  ColoAd I [NCT02053220] (C)
« IX-594 [NCT01394939] (C)
« ONCOS-102 [NCT02963831] (R)

Nowotwory ztosliwe skory:
K: 7,5% M: 6,8%

CAVATAK [NCT01227551] (C+Res)
ICOVIR-5 [NCT01864759] (C)

JX-594 [NCT00625456] (C) A
ONCOS-102 [NCT03003676] (R) ‘ \

Talimogene laherparepvec
[NCT01368276] (C+Res)
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Nowotwory ztosliwe ptuc:
K: 9,2% M: 18,5%

«  ColoAdl [NCT02053220](C)
«  JX-594 [NCT00625456] (C)

Nowotwory ztosliwe nerki:
K: 2,6% M: 4%

+  CAVATAK [NCT03408587] (R)
«  JX-594 [NCT00629759] (C)

Nowotwory ztosliwe jajnika:
K: 4,7%

¢ Enadenotucirev [NCT02028117] (R)

*  LOAd703 [NCT03225989] (R)

¢ MV-NIS, MV-CEA [NCT00408590]
(A+tRes)

¢ ONCOS-102 [NCT02963831] (R)

¢ Reolysin [NCT00602277] (C)

Hustracja 4: Wybrane nowotwory i proby kliniczne wirusé6w onkolitycznych

K — czestotliwos¢ zachorowan wérod kobiet, M — czestotliwos¢ zachorowan wérdd mezezyzn, pogrubieniem wyrézniono
preparaty adenowirusowe, C — proba zakonczona, Res — dostepne sg wyniki, R — trwa rekrutacja

*,Rak piersi” jest powszechnie uzywana nazwa, chociaz zalecane jest stosowanie formy ,,rak sutka”, odpowiadajacej
znaczeniowo tacinskiemu carcinoma mammae (Lekarski Poradnik Jezykowy, [dostep 27 lipca 2018, dostepny

w Internecie: //lIpj.pl/index.php?op=35&id=5]).

Zrédto: kompilacja zrobiona na podstawie danych dot. nowotwordw: Wojciechowska, Didkowska, Zachorowania...,
kwerendy na portalu clinicaltrials.gov (5 lipca 2018), grafika: Mikael Higgstrom,Wikimedia Commons

Dostepne sa opracowania metod laboratoryjnych zwigzanych z wirusami

onkolitycznymi, przyktadowo Methods and Protocols pod redakcjg D. H. Kirna, T. Liu,

S. H. Thorne’a, wydane przez Humana Press w 2012 roku.
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WYBRANE WIRUSY ONKOLITYCZNE

Wobec ruchomej 1 nie ustalonej taksonomii wirusow (85 ze 122 rodzin wirusoOw
nie sklasyfikowano do zadnego z o$miu rzedoéw; Virus Taxonomy: 2016 RELEASE, 2017),
rozwazano przyjecie za praca Augustyniak i1 wsp. (2012), podziatu wiruséw na wirusy
RNA (jedno- i dwuniciowe) oraz na wirusy DNA. Zaletg tych pierwszych jest niewielki
rozmiar genomu, utatwiajacy atenuacje, wprowadzanie 1 usuwanie genow, poniewaz fatwo
jest zidentyfikowac ich produkt (AUGUSTYNIAK ET AL., 2012). Innym kryterium mogloby
by¢ podzielenie wirusow na naturalnie lub sztucznie onkolityczne. Postanowiono oméwic
wirusy onkolityczne grupami wg podzialu Davida Baltimore’a. Klasyfikacja ta oparta jest
na cechach genomu, determinujacych zajscie procedury translacji w jeden z siedmiu
sposobow (BALTIMORE, 1971).

Ponizszy wykaz nie stanowi kompletnej listy wiruséw onkolitycznych.

1. GRUPA |

Do grupy tej nalezag wirusy o dwuniciowym genomie DNA (dsDNA). Ich replikacja
zachodzi w jadrze komorkowym, z wyjatkiem rodziny Poxviridae (Pokswirusy), ktore
replikujg si¢ na terenie cytoplazmy, w specyficznych inkluzjach zwanych viral factories.

Przedstawiciele rodzin Adenoviridae (omowionych w nastepnym rozdziale),
dawnych Papovaviridae (obecnie rozdzielonych na Papillomaviridae, Polyomaviridae)
oraz Herpesviridae moga wywolywaé w procesie swojego namnazania podziaty
komorkowe gospodarza, prowadzace do nowotworzenia. Spiritus movens dla badan
nad takimi wirusami byla hipoteza, ze usunigcie predyspozycji do onkogennos$ci
prowadziloby do uzyskania onkolitycznos$ci. I tak, jezeli zdezaktywuje si¢ specyficzne
wirusowe geny, odpowiedzialne za przetaczanie cyklu komoérkowego do fazy S, mozna
zapobiec transformacji nowotworowej oraz uzyska¢ onkotropizm. Jest to jeden z krokow
w dazeniu do uzyskania wytacznego efektu onkolitycznego.

Pod wzgledem zastosowania onkolitycznego badane sg adenowirusy, pokswirusy,
wirusy herpes (rodzina Herpesviridae, nie omowiona w pracy).

Pokswirusy (naturalnie okolityczne) posiadaja duzy (do 375 kpz, kilo par zasad,
kodujacych od 150 do 300 lub wigcej gendéw) liniowy, kowalencyjnie zamknigty,
dwuniciowy DNA. Wystepuje u nich otoczka. Rozréznia si¢ dwie formy infekcyjne: IMV
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(ang. Intracellular Mature Virion, brak polskiego odpowiednika) oraz EEV
(ang. Extracellular Enveloped Virion). Komorki szybko przechodzace swoj cykl
komorkowy — takie jak komoérki nowotworowe — sg bardziej permisywne niz komorki
niedzielace si¢ (za gruntowng pracg przegladowa nt. pokswiruséw onkolitycznych: CHAN,
MCcFADDEN, 2014)

Jednym z badanych pokswiruséw jest wirus krowianki (ang. Vaccinia virus, skrot
VV), i jego szczepy Wyeth, Lister oraz Western Reserve. Oprocz mozliwosci wejscia
poprzez endocytoze zalezng od receptorow komoérkowych, VV moze wejs¢ do komorki
poprzez pinocytoze. W atenuowanym VV selektywnos¢ wirusa wzgledem komorek

nowotworych wynika z braku kinazy tymidynowej (ang. thymidine kinase).

Preparat JX-594 (Pexa-Vec, pexastimogene devacirepvec) oparty jest na szczepie
Wyeth. Replikacja zalezy od S$ciezki sygnalizacyjnej EGFR/Raf/Ras i poziomu kinazy
tymidynowej. W obszarze kodujacym t¢ kinaz¢ wklonowano pod syntetycznym
promotorem wczesnym-poéznym (ang. early-late promotor) gen kodujacy GM-CSF,
ktorego produkt odpowiada za stymulacje odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego,
oraz gen lac-Z, pozwalajacy na selekcj¢ tysinek rekombinowanych wiruséw oraz
monitorowanie replikacji wirusowej w nowotworach (CHAN, MCFADDEN, 2014; informacje
za strong producenta [//sillajen.com/eng/sub/eng sub.aspx?s code=0201000000, dostep
21 czerwca 2018]).

Proba kliniczna NCT00554372 pokazata wpltyw dawki, podawanej bezposrednio
do tkanki nowotworowej, na czas przezycia pacjentow z zaawansowanym rakiem watroby
(ang. advanced hepatocellular carcinoma). Przy podaniu niskiej dawki (10°PFU,
liczebnos¢ grupy badawczej n = 14) mediana czasu przezycia wynosila 6,7 miesigca,
a przy wysokiej (10°PFU, n=16) — wzrastata do 14,1 miesigca (HEO ET AL., 2013).
Z kolei w badaniu oznaczonym numerem NCT00625456, zaobserwowano infekcje
komorek zwigzanych z angiogeneza nowotworowg, prawdopodobnie z powodu wysokiej
ekspresji genow kodujacych FGF-2 oraz VEGF w tych komorkach (BREITBACH ET AL.,
2013).

Innymi preparatami opartymi na wirusie krowianki s3: Talimogene

laherparepvec, GL-ONCI.
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2. GRUPA Il

Do wirusow o jednoniciowym DNA (ssDNA) zaliczamy m.in. rodzing¢ Parvoviridae,
ktérej przynajmniej jednego przedstawiciela bierze si¢ pod uwage w badaniach nad
onkolizg wirusowa.

Preparat ParvOryx/ParvOryx01 oparty jest na niepatogennym parwowirusie
szczurzym, zdolnym do infekowania i replikacji takze w ludzkich komorkach. Jest
on w stanie pokona¢ barier¢ krew-mo6zg (GELETNEKY ET AL., 2012 ).

Przeprowadzono badanie kliniczne I i II fazy nad uzyciem wiroterapeutyku
ParvOryx w leczeniu glejaka (GELETNEKY ET AL., 2012, NCT01301430). Osiemnastu
badanych podzielono na dwie grupy. W obu z nich pacjentom podawano preparat przed
operacja: pierwsza grupa otrzymywata preparat wobreb lub poblize guza
nowotworowego, druga za§ — dozylnie. Po operacji wszyscy pacjenci otrzymali
ParvOryx do tkanki wokdét miejsca resekcji (GELETNEKY ET 4L., 2012). Mediana
catkowitego czasu przezycia wsrod pacjentow wyniosta 464 dni, z mediang czasu
przezycia bez progresji choroby (bez pogorszenia si¢ stanu chorego) wynoszaca 111 dni
(GELETNEKY ET AL., 2017).

Podczas badania jeden z leczonych najwyzsza dawka do$§wiadczyl powaznej
reakcji ubocznej, prawdopodobnie zwigzanej z preparatem ParvOryx. Dwa dni po podaniu
wiroterapeutyku w obreb moézgowia zaobserwowano zanikanie $wiadomosci u pacjenta
oraz wodoglowie wymagajace interwencji operacyjnej. Pacjent zapadt w $pigczke 1 nigdy
si¢ nie wybudzil. Badania laboratoryjne wykluczyty stan zapalny, ale nie okreslono tez
zadnej bezposredniej przyczyny powyzsze] reakcji organizmu pacjenta. U innych
leczonych w tej grupie nie odnotowano zadnych efektow ubocznych, zwigzanych

z ParvOryx (GELETNEKY ET AL., 2017).

3. Grura Il
Do grupy trzeciej zaliczane sg wirusy dsRNA. Naturalnie wystepujace wirusy z rodziny
Reoviridae posiadaja wilasciwosci onkolityczne. Reowirusy (ang. Respiratory Enteric
Orphan viruses'’, REO viruses) sa izolowane z drog oddechowych i jelit ludzi. Ponad

potowa ludzkiej populacji posiada przeciwciata przeciwko biatkom produkowanym przez

17 Wirusy sieroce (ang. Orphan Viruses) nie sa powigzane z chorobami gospodarza, nazwa zwyczajowo
zostaje, nawet jezeli stwierdzi si¢ patogennosc¢.
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reowirusy, a infekcja przebiega bezobjawowo w niezmienionych nowotworowo
komorkach, powodujac jednak efekty cytopatyczne w komoérkach nowotworowych. Efekt
onkolityczny wystepuje w komodrkach z aktywna $ciezkg onkogenu RAS, ktora zapobiega
antywirusowemu mechanizmowi obronnemu PKR (CAREW ET 4L., 2013).

Reolysin jest preparatem firmy Oncolyticsbiotech. W badaniach nad tym
wiroterapeutykiem zaobserwowano in vivo oraz in vitro, ze $mieré komorki
nowotworowej jest powodowana stresem retikulum endoplazmatycznego, prowadzacym

do apoptozy (CAREW ET 4AL., 2013).
4. GRUPA IV

Genom wiruséw (+)ssRNA moze zosta¢ rozpoznany jako mRNA i podlega¢ bezposrednio
translacji przez rybosomy w komorce gospodarza.

Nalezace do rodziny Picornaviridae wirusy polio'® oraz Seneca Valley Virus
(SVV) badane sg pod katem ich zastosowania w onkolizie. SVV jest naturalnie
niepatogenny 1 onkolityczny, preferencyjnie namnazajac si¢ w komorkach nowotworow
neuroendokrynnych (VENKATARAMAN ET AL., 2008). Przeprowadzono dwie préby kliniczne
fazy 1 dla SVV-001, okreslanego rowniez nazwg NTX-010. Pierwsza (NCT01048892)
skierowana byta do miodych pacjentow (w wieku od trzech do 21 lat) z nerwiakiem
zarodkowym, mig$niakomigsakiem prazkowanokomorkowym (ang. rhabdomysarcoma),
lub nowotworami z cechami réznicowania neuroendokrynnymi (BURKE ET 4r., 2015).
Druga proba sprawdzala skutecznos¢ SVV w leczeniu nowotworow z cechami
neuroendokrynnymi u dorostych (NCT00314925, status nieznany).

RIGVIR jest preparatem wirusowym opracowanym na Lotwie, zawierajagcym
niemodyfikowanego genetycznie wirusa ECHO-7. Od roku 2004 jest on dopuszczony
do leczenia czerniaka (melanoma) na Lotwie. Obecnie trwaja badania, ktore bedg spetniaé
unijne standardy. Wczesniejsze publikacje mialy charakter retrospektywny, a w srodowisku
medycznym i naukowym pojawily si¢ glosy sceptyczne wzgledem skuteczno$ci preparatu
oraz marketingu prowadzonego przez klinike¢ International Virotherapy Center (GORSKI,

2017; Ritums, 2016; COLLIER, 2017).

18 Nie omoéwiony w tej pracy preparat PVSRIPO, oparty o chimerycznego wirusa polio-rhinowirus, obecnie
jest w pierwszej fazie testow klinicznych (NCT01491893).
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Najbardziej znanym przedstawicielem rodziny Flaviviridae (flawiwirusow) jest
wirus Zika, wykazujacy tropizm wzglegdem komorek nerwowych, przechodzacych
intensywne podzialy, takich jak komoérki macierzyste; z tego powodu zakazenie ptodowe
powoduje oligocefalic — namnazanie odbywa si¢ w macierzystych komorkach
nerwowych embrionu; zakazenie u dorostych przebiega w sposéb mniej drastyczny.
Obserwacje te oraz badania nad tropizmem wirusa Zika pozwolily na przypuszczenie,
ze bedzie on preferencyjnie infekowat 1iniszczyt komodrki macierzyste glejaka
(ang. glioblastoma stem cells, GSCs). Badania in vitro oraz in vivo na myszach
potwierdzity t¢ hipoteze (Zuu, 2017). Wirus Zika infekuje réwniez komodrki nerwiaka

zarodkowego, rozpoznajac antygen komorkowy CD24 (MAZAR ET AL., 2018).

5. GRUPA V

Sa to wirusy, ktorych materiat genetyczny to jednoniciowy RNA o polarnosci ujemnej,
(-)ssRNA. Do grupy V zaliczamy jedne z bardziej wirulentnych wiruséw, m.in. wirusy
odry 1 $winki (ang. Measles, Mumps virus, rodzina Paramyxoviridae), wirusa grypy
(ang. influenza virus, rodzina Orthomyxoviridae), wirusa wscieklizny (ang. Rabies virus,
rodzina Rhabdoviridae), wirusa Ebola 1 Marburg (rodzina Filoviridae). Wigkszo$¢ z nich
badana jest lub byta w kontekscie onkolitycznos$ci. Dodatkowo prowadzone sg prace nad
arenawirusami (rodzina Arenaviridae, wirus Lassa) oraz nad wirusem VSV
(ang. Vesicular Stomatitis Virus, nalezacy do rodziny Rhabdoviridae).

Wirus odry (ang. Measles virus, MV) nalezy do rodzaju Morbilivirus. Jest
patogenny dla cztowieka, powodujacy wysoce zakazng 1 cigzka chorobg, mogaca
wywotywac niebezpieczne powiktania. Z tego powodu do prac laboratoryjnych wybierane
sg wirusy atenuowane, o dlugiej historii i o potwierdzonym bezpieczenstwie — np. oparte
na szczepie Edmonston, stosowanym powszechnie w szczepieniach (najpierw
w pojedynczej szczepionce przeciwko odrze, obecnie rowniez jako jeden ze sktadnikow
szczepionki skojarzonej MMR — od ang. mumps-measles-rubella, $winka-odra-
roézyczka).

Genom MV koduje 8 biatek. Kapsyd o symetrii helikalnej jest zdolny
do zwiekszania pojemnosci. Wiasciwosci onkolityczne wirus odry zawdzigcza

powinowactwu bialek kapsydu do receptorow CD46, wyrazanych w duzej liczbie
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na blonach komorek nowotworowych. W przytaczeniu posredniczy biatko H, ktore
odpowiada za specyficzno$¢ wigzania, w fuzji — biatko F. Pozwala to na ukierunkowanie
wirusa (zmiany w sekwencji bialka H) bez zaburzania procesu fuzji (brak ingerencji
w biatko F) (DORIG ET AL., za: GALANIS 2015; GALANIS ET 4L., 2015).

Aby uzyska¢ informacje nt. replikacji MV wklonowano gen kodujacy rozpuszczalny
peptyd CEA (ang. carcinoembryonic antigen, antygen rakowo-ptodowy), ktory miat
stuzy¢ za marker replikacji. Pozwalat on na posrednia ocen¢ replikacji wirusa, jednak bez
mozliwosci zlokalizowania jej. Sposobem na uzyskanie dodatkowych informacji bylo
wklonowanie genu kodujacego biatko NIS. Symporter sodowo-jodowy (ang. sodium
iodide symporter, NIS) zostat odkryty w 1996 roku w gruczole tarczycy. Pozwala
on na efektywny wychwyt jonow jodkowych I'. Ekspresja genu kodujacego biatko NIS
w komorce przy podaniu pacjentowi radioaktywnego jodu moze mie¢ zastosowanie
chemioterapeutyczne lub lokalizacyjne (obrazowanie metoda SPECT/CT). Akumulacja
jodu zalezy od odstgpu czasowego migdzy ekspresja transgenu a lizg komorki (HEMMINKI,
2014; GALANIS ET AL., 2015).

Wklonowanie pojedynczego genu nie wptywa na efektywno$¢ namnazania si¢
wirusa, jednak potgczenie obu modyfikacji w obrebie jednego wektora MV powoduje
»hiekorzystng kinetyke replikacji” (HASEGAwA ET AL., 2006). Kolejne badania polegaty
na sprawdzeniu skuteczno$ci antynowotworowej w przypadku podania obu wirusow
MV-NIS oraz MV-CEA: okazatla si¢ ona lepsza niz w przypadku zastosowania
pojedynczego wirusa (IBIDEM). MV-CEA w polaczeniu zradioterapig daje efekt
synergistyczny w leczeniu glejaka wielopostaciowego (Liu £7 4L., 2007), MV-NIS —
rowniez (OPYRCHAL ET AL., 2012).

Chimeryczny wirus Lassa-VSV, zwierajacy geny obu wirusow, wykazuje
efektywnos¢ onkolityczng prawdopodobnie przez brak odpowiedzi interferonowe;j
w komorkach nowotworowych (oméwienie zjawiska w Ozpuman Er 4L, 2008).
Glikoproteina G obecna w ostonce tego wirusa zostala poddana modyfikacjom
aby obnizy¢ neurotropizm, wynoszacy 90% infekcji neurondéw i 10% infekcji komorek
glejowych, 1zwigkszy¢ bezpieczenstwo wirusa przy leczeniu nowotworéw moézgu

(WOLLMANN ET AL., 2015). Alternatywna ochrona przeciw neuropatycznemu dziataniu
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VSV okazato si¢ pobudzenie obwodowego uktadu odpornosciowego niskag dawka wirusa

(badania na myszach, BALATHASAN ET AL., 2017).

6. GRuPA VI
Do grupy VI naleza wirusy (+)ssRNA, replikujace si¢ przez posrednik DNA przy uzyciu
odwrotnej transkryptazy oraz majgce zdolno$¢ integracji z genomem gospodarza. Okresla
si¢ je zbiorczo nazwa retrowiruséw (rodzina Retroviridae). Do grupy tej nalezy m.in. HIV
(ang. Human Immunodeficiency Virus, ludzki wirus niedoboru odpornosci).
Wirusy z tej grupy, uzywane w terapii przeciwnowotworowej to tzw. RCR

(ang. replication-competent retroviruses, zdolne do replikacji retrowirusy). Stanowig one
platforme wektorowa do opracowywania wiroterapeutykoéw. Jednym z RCR jest wirus
mysiej biataczki (ang. murine leukemia virus — MML), majacy ponizsze cechy:

¢ zdolno$¢ do infekowania réznych typow komorek (amfotropizm), bez mozliwosci

do namnazania si¢ w komodrkach w stanie spoczynku (Gy),

¢ genom wirusowy integrujacy si¢ stablinie z genomem gospodarza,

¢ brak naturalnej onkolityczno$ci i cytopatycznosci,

Powyzsze cechy stanowig punkt wyjscia do zaprojektowania RCR, opartych
o MML, niosgcych okreslony gen (szczegdly w tab. 3., s. 33), ktory ulegalby ekspres;ji
w komorkach nowotworowych po integracji genomu wirusa (HIRAOKA ET AL, 2007;
KAWASAKI ET AL., 2011).

Jak widaé, dzialanie onkolityczne w tej grupie byloby wigc odmienne

od oméwionego w poprzednich podrozdziatach, podobne bardziej do terapii genowe;.
W wielu przypadkach okreslenie danej terapii jako immunoterapii, terapii onkolitycznej

lub terapii genowej w leczeniu nowotwordw jest kwestiag umowna.
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Tabela 3. Wybrane RCR kodujace gen deaminazy cytozynowej

Gen i jego produkt [UniProt] Mechanizm dziatania
NH, o
£ Deaminaza cytozynowa E
N (kodowana przez wirusa) - HN |
FCYI )\ I A
Deaminaza ¢ o N
ytozynowa o H H
[Q12178] 5-Fluorocytozyna 5-Fluorouracyl
Prolek, brak aktywno$ci Lek o dziataniu
cytotoksycznym
Zrodto: ilustracja za Rooseboom et al., 2004, zmodyfikowano

Wybrane retrowirusy z wklonowanym genem FCY1/:

¢+ MML:
¢ KAWASAKI ET AL., 2011— leczenie mi¢dzybloniaka (ang. mesothelioma),
¢ HiRaOKA ET 4L, 2007— leczenie wieloogniskowego raka jelita grubego (ang. multifocal
colorectal cancer).

* GALV (ang. gibbon ape leukemia virus):

¢ LuErAaL., 2012 — leczenie raka watrobowokomorkowego (ang. hepatocellular carcinoma).

7. GRuPA VII
Wirusy dsDNA, replikujace si¢ przez ssRNA, z uzyciem odwrotnej transkryptazy.

Obecnie klasyfikuje si¢ tutaj dwie rodziny: Hepadnaviridae (wyr6zni¢ mozna
onkogennego wirusa Hepatitis B, HBV) oraz Caulimoviridae (infekujace tylko rosliny,
a wigc nie posiadajace zdolnosci onkolitycznych wzgledem komorek ssaczych).

Nie udalo si¢ potwierdzi¢ w literaturze zastosowania wiruséw z grupy VII
w terapii onkolitycznej ani ich rozpatrzenia pod tym katem. Wiadomo jednak, ze praca
z wektorami opartymi o HBV jest specyficzna ze wzgledu na wysoka ekonomicznos¢
genomu'’ i skomplikowany cykl infekcyjny tego wirusa (trudno$ci te opisuje praca BAI ET

AL.,2016).

19 Przez ckonomiczno§¢ rozumie si¢ tutaj duzg ilo§¢ informacji, nachodzacej na siebie, zapisanej
w niewielkim genomie.
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CHARAKTERYSTYKA ADENOWIRUSOW

Adenowirusowe zapalenie kanalikbw ocznych u niemieckich robotnikow opisano
juz w XIX wieku, jednakze czynnik etiologiczny zostal przypadkowo odkryty dopiero
w 1953 przez zesp6t badawczy W. Rowe'a, kiedy zaobserwowano proces cytopatyczny
w hodowli komoérek pozyskanych z resekcji ludzkich migdatkow, w ktorych planowano
namnaza¢ wirusa polio (Piekarowicz, 2004: s. 468). Patogen odpowiedzialny za te
zmiany nazwano czynnikiem degeneracyjnym migdalkow (ang. adenoids — migdaiki,
skrot Ad, nazwe utworzono postepujac wedle propozycji ICTV, poprzez dodanie sufiksu
-virus). Rzadziej wspomina si¢ o zespole Hilleman i Werner, ktéry niemalze réwnolegle
(1954), niezaleznie opisal adenowirusy w artykule Recovery of new agent from patients
with acute respiratory illness.

Rodzina Adenoviridae jeszcze dziesi¢¢ lat temu dzielita si¢ na dwa rodzaje:
Aviadenovirus 1 Mastadenovirus; obecnie (lipiec, 2018) wyrdzniono pig¢ rodzajow:
Atadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus, Siadenovirus oraz Mastadenovirus.
Do ostatniego z nich zaliczono ludzkie adenowirusy (ang. Human Adenoviruses, HAd-V
lub HAdV-[numer]), dodatkowo wyr6zniajac siedem gatunkéw oznaczanych literami
alfabetu tacinskiego od A do G, do ktorych lacznie nalezy ponad 55 (sero)typow
adenowirusow, odpowiadajacych za rozne choroby (tab. 4., s. 35). Otwarta inicjatywa
Human Adenovirus Working Group (wspoOtpraca miedzy National Center for
Biotechnology Information oraz spolecznoscig badaczy adenowirusow) wyodrebnita
HAdV od numeru 53 wzwyz do 84 ([/HADVWG.GMU.EDU, dostgp 7 grudnia 2017, stan
na listopad 2017], serotypéw powyzej HAdV-57 nie uwzgledniono w tabeli 4.).

Za przydzial do danego typu odpowiada m.in. organizacja genomu (il. 5.),
np. réznice w regionie E3, liczba genow VA RNA, wspolny udziatl procentowy guaniny

1 cytozyny, odlegltos¢ filogenetyczna, zdolno$¢ do rekombinacji.

E3
VA
PR 1
L1 :
x G A A s,
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Iustracja 5: Genom ludzkiego adenowirusa 5 (Had-5)

Zrédto: [dostepny w Internecie, ViralZone: //expasy.org/viralzone/42outline=all_by_species, 34
SIB Swiss Institute of Bioinformatics, dostep 26 lipca 2018], zmodyfikowano



Tabela 4. Klasyfikacja i pordwnanie cech znanych adenowiruséw

Wywolywane choroby Potencjal Receptory G+C
Gatunki Serotypy
(PIEKAROWICZ, 2004: s. 469) onkogenny komorkowe [%]
A 12, 18, 31 biegunki dziecigce wysoki CAR 48-49
CD46
B 3,7, 11, 14, 16, 21, 34, 3
choroby drég oddechowych niski {EDSE, QK 50-52
(B1+B2) 35,50, 55 u Ad 3; NanDI,
LESNIAK, 2009)
Ce— 1,2,5<,6,57 stany zapalne u dzieci niski CAR 57-59

8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-
D 30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51, zapalenie spojowek brak CAR 58
53, 54, 56
zapalenie oczu (Japonia),

E 4 choroby drég oddechowych brak CAR 57-61

rekrutow

niezalezne od pory roku
F 40, 41 ) o brak CAR 57-59
biegunki dziecigce

¢} 52 [bd.] [bd.] [bd.] [bd.]

[bd.] - brak danych; «— gatunki i serotypy uzywane jako onkolityczne.
Zrédto: wskazane w tabeli, opracowanie whasne
W testach klinicznych wiroterapii onkolitycznej uzywane sa rekombinowane
adenowirusy (ang. recombinant adenoviruses — trAV), okre$lane w publikacjach jako
warunkowo replikujace si¢ (ang. conditionally replicating adenoviruses — CRAds)
lub jako ograniczenie zdolne do replikacji (ang. restricted replication-competent
adenoviruses, RRCAs), w przeciwienstwie do wektoréw wirusowych, ktore
nie wytwarzaja wirlondOw  potomnych (okreSlane sg jako ang. replication-
deficient/defective, w tej pracy przyjeto skrot RD).
Zaletami adenowirusOw w pracy laboratoryjnej oraz do wykorzystania
w terapiach sg:
¢ linearny, dwuniciowy DNA o wielkosci okoto 38 kpz, fatwy w modyfikacji,
+ brak integracji z genomem gospodarza,
¢ stabilno$¢ genomu wirusowego (w przeciwienstwie do wirusow RNA),
¢ pojemnos¢ genomu adenowirusowego, pozwalajaca na wklonowanie dhlugich

fragmentow,
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¢ poznana budowa, w szczegdlnosci receptorOw wirusowych, co pozwala
na zwigkszenie infekcyjnosci wzgledem komorek nowotworowych, ktore
nie wyrazaja receptorow CAR w dostatecznej liczbie (omdwienie receptorow
adenowirusowych w pracy przegladowej: Law, Davipson, 2005),

¢ zdolno$¢ do 1000-krotnego zwielokrotnienia liczby czasteczek wirusowych (ang.
viral particles, vp) podczas pojedynczego cyklu replikacyjnego (CHU ET AL.,2004),

¢ aktywacja komorek T CD8" (poprzez TLR 9, ang. toll-like receptor, receptor
toll-like, i mechanizmy niezalezne od TLR), majaca zastosowanie w immunoterapii
Nnowotworow (DRAPER, HEENEY, 2010: informacja za strong
[//TARGOVAX.COM/TECHNOLOGY/VIRUS-BASED-CANCER-IMMUNOTHERAPY/ADENOVIR
US-IS-AN-OPTIMAL-VECTOR-FOR-CANCER-IMMUNOTHERAPY/DEFAULT.ASPX |, dostep 25

czerwca 2018).

Jako wady wymienia si¢ ich silng immunogenno$¢, przez ktora dalsze uzywanie
adenowirus6w jako wiroterapeutyku w terapii genowej stan¢to pod znakiem zapytania,
po tragicznej $mierci podczas jednej z prob klicznicznych (STOLBERG, 1999;
BRENNER, 2000; SiBBALD, 2001). Pacjentowi podano dawke okolo 4 -10* czgsteczek
adenowirusego wektora RD z genem kodujacym transkarbamylaz¢ ornitynowa (OTC).
Przypuszcza si¢, ze niska wydolnos¢ watroby, spowodowana brakiem OTC, w polaczeniu
z wydzieleniem duzej ilosci cytokin prozapalnych, mogly doprowadzi¢ do niewydolnosci
wielonarzadowej (AU ET 4L., 2007).

Czasteczki adenowirusowe sg rozpoznawane 1 usuwane przez uklad
odpornosciowy®, oprocz tego Ad wykazujg hepatotropizm i hepatotoksyczno$¢ (ENGLER
ET AL., 2004). Wymusza to podawanie Ad onkolitycznych lokalnie (w poblize lub obszar
tkanki nowotworowej), nie pozwalajac na podanie dozylne. Problemy te stanowig bodziec
dla opracowywania metod ukrycia 1 ukierunkowania adenowiruséw (transportery
komorkowe, tworzenie komplekséw wirus-nanoczasteczki).

Mozna wskaza¢ kilka etapéw cyklu infekcyjnego adenowiruséw waznych

dla przebiegu onkolizy. Pierwszy z nich to internalizacja, zalezna od komorkowych

20 W 2014 zbadano wystepowanie przeciwcial IgG i IgA przeciwko patogennym adenowirusom u dzieci
w wieku 11-26 miesigcy, leczonych w Dziecigcym Szpitalu Klinicznym w Warszawie: u 83 % wykryto
przeciwciala 1gG przeciwko adenowirusom (TROINAR ET 4rL., 2014). Potwierdza to powszechnos¢
infekcji adenowirusowych wérod ludzi.
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receptorow coxsackie-adenowirusowych (ang. Coxsackie and adenovirus receptor, CAR)
oraz integryn ofs 1 o,fs (NEMEROW, STEWART, 1999; WICKHAM ET AL., 1993). Pojawia si¢
tutaj konieczno$¢ zmiany receptora adenowirusowego, aby rozpoznawat inne, wystgpujace
czesciej niz CAR receptory komoérkowe. Interesujaca koincydencja jest fakt, ze hAd 3
rozpoznaja zestaw charakterystycznych epitopow glioblastomy: CD46, CD80, CD86
(NANDI ET AL., 2009).

Natychmiast po wej$ciu niemodyfikowanego adenowirusowego DNA do jadra
komorkowego, nastepuje kluczowa dla przebiegu infekcji transkrypcja przez komodrkowa
polimeraze RNA II genu FEIA, ktorego produkt powoduje przestawienie cyklu
komorkowego do fazy S. Umozliwia to replikacje wirusowego DNA w komorkach
nieprzechodzacych podzialéw, oraz aktywuje promotory gendéw wczesnych, takich jak
EIB, E2E, E3 i E4. Bialko E1A oddziatuje réwniez na biatko p53 (supresor nowotworowy)
oraz na ekspresje czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Biatka wczesne przeciwdziataja
mechanizmom obrony przeciwwirusowej oraz przestawiaja maszyneri¢ komoérkowa na
transkrypcje oraz przede wszystkim na replikacj¢ genomu wirusa; zachodzi akumulacja
biatka E2A wiazacego DNA, E2B precursor terminal protein i polimerazy DNA. Rosnaca
liczba kopi genomu wirusa aktywuje promotory genoéw [Va2 oraz IX. Faza pdzna to etap
sktadania wirionéw (PIEKAROWICZ, 2004: s. 319-327; [//VIRALZONE.EXPASY.ORG/4, dostep 3
lipca 2018]). Delecja w obszarze gendéw El pozbawia adenowirusy mozliwos$ci replikacji
w komorkach poza faza S, zawezajac grupe komoérek permisywnych.

Po zlozeniu wirionow w jadrze komoérkowym nastepuje $mieré komorki
wywotane liza (Heisg, KirN, 2000). Obserwacje poznej fazy infekcji Ad 5 wskazuja
na autofagiczne podloze procesu lizy zwigzane z immunogenng $miercig komorki
(ang. immunogenic cell death, ICD) (JIANG ET AL., 2011 oraz Hou ET 4L., 2013, omOéwione
w: TAzawA ET AL., 2017). W procesie lizy biorg udzial biatka wirusowe wiroporyny
(ang. viroporins) ([//VIRALZONE.EXPASY.ORG/1077, dostep 5 lipca 2018]).

Analogicznie do cech szczegdlnych komorek nowotworowych wyrdzniono

oznaki infekcji adenowirusowe;j (il. 6., s. 38).
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Cechy charakterystyczne dla procesu nowotworzenia
(ang. Hallmarks of cancer, grafika: Hanahan i Weinberg)

Podtrzymywanie Unikanie hamowania
sygnalu proliferacyjnego wzrostu

Unikanie odpowiedzi

Rozregulowanie . . R
immunologicznej

energetyki
komérkowej

Niesmiertelnosé
Brak $mierci replikacyjna

komorkowej

Proces zapalny,
wspierajacy proces
nowotworzenia

Niestabilno¢é genomu'
imutacje

Angjiogeneza Przerzuty/metastaza

Cechy charakterystyczne dla infekcji adenowirusowej
(modyfikacja grafiki Hanahana i Weinberga - Seymour i Fisher)

Podtrzymywanie Unikanie hamowania
sygnalow wzrostu (dzialania interferonu)
proliferacyjnych

Unikanie odpowiedzi
immunologicznej

Rozregulowanie
energetyki
komérkowej

Powielenie genomu
wirusowego
w tysiacach kopii

Brak $mierci
Kkomorkowej

Brak zdoh?ns'ci Prozapalne dzialanie
do wykrycia lizy komérkowej

i naprawienia

uszKodzeii w DNA

komorki

Ilustracja 6. Porownanie infekcji adenowirusowej i nowotworzenia

Analogie migdzy tymi procesami pozwalajag zrozumie¢ interakcje wirusow onkolitycznych z komorkami
NOWOtWOrowymi.

Zrédto: SEYMOUR, FISHER, 2016, zmienione, thum. wlasne

1. ONYX-015

W 2001 roku opublikowano prace przegladowa, podsumowujaca Owczesne badania
kliniczne (fazy I-III) nad preparatem Onyx-015 (Kirn, 2001). W 2003 przeprowadzono
proby dozylnego podawania preparatu przy chemioterapii (NEMUNAITIS ET AL., 2003).
Potwierdzono bezpieczenstwo takiej formy terapii (wstrzykiwane dawki ponizej 2 - 10"
vp), jednakze zaobserwowana aktywno$¢ nie byta znaczaca (1BIDEM). W 2007 (AU ET AL.)

zbadano bezpieczenstwo przy podaniu preparatu Onyx-015 do te¢tnicy watrobowej
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u pacjentdw z przerzutami raka jelita grubego. Osiem jednorazowych dawek 2 - 10" vp
nie wigzalo si¢ z niebezpieczng hepatotoksyczno$cia (AU ET AL., 2007).

W genomie Ad5 wprowadzono zmiang¢ polegajaca na delecji 827 par zasad
w regionie E1B, kodujacym biatko E1B-55 kDa (usunigcie odcinka nukleotydow 2496-
3323), oraz podstawienie tyminy na cytozyne (T—C) w pozycji 2022 (GEOERGER ET AL.,
2003;[//CANCER.GOV/PUBLICATIONS/DICTIONARIES/CANCER-DRUG?CDRID=43035, dostep
28 listopada 2017]). Modyfikacje te powinny umozliwi¢ zaj$cie apoptozy w komorkach
z niezmieniong aktywno$cig p53. Badania nad ludzkimi nowotworami ztosliwymi gleju
(poréwnanie linii glejaka IGRG121, IGRG93, p53-wild-type, oraz IGRG82, IGRGSS,
bedacych mutantami p53) przeszczepionym myszom pokazaty, ze samo wystgpienie
aktywnos$ci onkolitycznej preparatu Onyx-015 jest niezalezne od mutacji p53, jednakze
odpowiedz na leczenie byla silniejsza w przypadku guzow z wersja dzika tego genu
(GREOERGER ET AL., 2002).

Czg$¢ nienowotworowych komorek moze posiada¢ mutacje w innych genach
ze $ciezki biatka p53, ktore pozwola na uniknigcie apoptozy i namnazanie wirusa w cyklu
litycznym.

2. H101ONCORINE I SERIA H100 WIRUSOW ONKOLITYCZNYCH
H1010ncorine jest siostrzang wersja leku wirusowego Onyx-015, niezaleznie opracowang
1 rozwijang przez chinskg firm¢ Shanghai Sunway Biotech, dostgpng na rynku chinskim
od wrzesnia 2006 roku ([//Sunwaybio.com.cn/en/product.html, dostep 21.09.2017]). Jest
to pierwszy z serii komercyjnych preparatow wirusowych H100. Zalecany jest leczeniu
nowotworow glowy 1 szyi.

Artykuty naukowe opisujace Oncorine wydawane byly w niettumaczonych
krajowych periodykach, przez co nie byly dostepne pozostatym (tj. nieznajagcym

chinskiego) badaczom.

3. ENADENOTUCIREV (WCZESNIEJ COLOAD1)

ColoAd1 to chimeryczny wirus, oparty o adenowirusy z grupy B: Adllp oraz Ad3,
rozwijany przez firme¢ PsiOxus. Zmiany genetyczne obejmuja delecje calosci genu EIB

oraz czesci E3 ([//CANCER.GOV/PUBLICATIONS/DICTIONARIES/CANCER-DRUG?CDRID=757141,
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dostep 30 listopada 2017]). Wirus powstat drogg bioselekcji, tzw. kierunkowej ewolucji,
przebiegajacej w  nastgpujacy  sposob  (za  strong Internetowa producenta:
[//PSIOXUS.COM/TECHNOLOGY-PRODUCTS/ENADENOTUCIREV/, dostgp 30 listopada, 2017];
KUHN ET 4L., 2008):
I. Stworzono bibliotek¢ chimerycznych adenowirusow za pomoca rekombinacji
homologiczne;j.
II. Zidentyfikowano wirusy zalezne od komorek nowotworowych i jednocze$nie je
niszczgce (metoda pasazu na liniach komorkowych nowotwordw, m.in. HT-29%")
III. Odsiano wirusy namnazajace si¢ w komorkach niezmienionych nowotworowo.
IV. Ustalono oddziatywanie wyselekcjonowanych wiruséw ze skladnikami $wiezej
krwi, w celu sprawdzenia, czy zostanie zachowana ich onkolityczno$¢ przy

podawaniu dozylnym.

Pierwsze wyniki badafh pokazaty, ze skutecznos¢ w linii komorkowej HT-29 byta ponad
dwukrotnie wyzsza w skali logarytmicznej (ponad 2 log) dla ColoAdl w poréwnaniu

z Onyx-015/Oncorine (KUHN ET 4L.,2008).

4, CELYVIR (ICOVIR-5 W MEZENCHYMALNYCH KOMORKACH
MACIERZYSTYCH)

Jest to lek opracowany w Hiszpanii przez lekarzy 1 naukowcdédw zwigzanych
z Uniwersyteckim Szpitalem Dziecigtka Jezus w Madrycie (zespdt pracujacy
nad adenowirusami) oraz Instytutem Zdrowia Carlosa III (badacze zajmujacy si¢
komoérkami macierzystymi). Nazwa CELY VIR pochodzi od frazy ,.komoérki 1 wirus”
(hiszp. células y virus), zwigzanej ze sposobem dostarczania wirusa ICOVIR-5
w autologicznych mezenchymalnych komodrkach macierzystych (ang. mesenchymal stem
cells, MSCs), tj. pozyskiwanych i przygotowanych dla kazdego pacjenta indywidualnie
z jednojadrzastych komorek pochodzacych ze szpiku kostnego ([//ASOCIACION-
NEN.ORG/NEN_DOCS/INTERNATIONAL INNOVATION CELYVIR NEUROBLASTOMA.PDF,  dostep

7 grudnia 2017], GARCIA-CASTRO ET AL., 2010).

21 Linia HT-29 to komorki pierwotnego gruczolakoraka jelita grubego (ang. colon adenocarcinoma)
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Pierwszymi beneficjentami byla czwodrka dzieci z oporng na leczenie
(ang. refractory), metastatycznym nerwiakiem zarodkowym. U jednego z pacjentow
odnotowano calkowitg remisj¢ przez trzy lata od terapii, a cztery od diagnozy (GARCIA-
CASTRO ET AL., 2010).

Oprécz ICOVIR-5, prowadzone byly badania nad siostrzanymi wirusami
o numeracji odzwierciedlajagcej nastgpstwo chronologiczne badan (tab. 5.). Punktem
wyijscia byl wektor AAA24RGD, w ktérym gen E/A umieszczono pod kontrolg promotora
zaleznego od czynnika transkrypcyjnego E2F, wystepujacego w stanie wolnym w wiekszej

ilosci w komérkach nowotworowych z powodu braku lub hiperfosforylacji pRB.

Tabela 5. Porownanie wersji preparatu ICOVIR

Wirus: ICOVIR-1 ICOVIR-2 ICOVIR-5 ICOVIR-7 ICOVIR-15
A CASCALLO ET | ROJASET AL., | ROJAS ET AL.,
Zrodto: MAJEM ET AL., 2006 AL, 2007 2009 2010
Ad-E2F -A24RGD Tak
Element przed
promotorem E2F- Poly-A Poly-A-DM1
zaleznym
Element przed genem Brak Sekwencia Kozak
El14-424 wene)
Dodatkowe 4 dodatkowe palindromy
modyfikacje Brak rozpoznawane przez E2F
w promotorze E2F Element wigzgcy Sp-1

Zrédto: podane w tabeli, opracowanie whasne

5. LOAD703
Wiroterapeutyk LOAd703 firmy Lokon Pharma to chimeryczny adenowirus Ad 5/35. Jest

on uzbrojony w stymulatory odpowiedzi przeciwnowotworowej, TMZ-CD40L oraz
4-1BBL, pobudzajace makrofagi i komorki dendrytyczne. Pobudzone komorki wydzielaja
IL-12, IL-21 TNF-a, IFN-y (ERIKSSON ET AL., 2017, za strong [//LOKONPHARMA.COM,
dostep 4 lipca 2018]).

W chwili obecnej (lipiec 2018) trwa rekrutacja do badan klinicznych fazy I/I1
(NCT02705196). Nabor jest skierowany do pacjentdw cierpigcych na raka trzustki. Celem
jest weryfikacja dzialania onkolitycznego preparatu LOAd703 podanego do guza, a takze

sprawdzenie bezpieczenstwa tego wiroterapeutyku.
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Oprécz LOAd703 firma Lokon Pharama pracuje nad LOAd700 oraz LOAd713,
ktére s3 w  mniej zaawansowanej  fazie  rozwoju niz  LOAd703
([//LOKONPHARMA.COM/PIPELINE-AND-TRIALS, dostep 4 lipca 2018]). LOAd700
to poprzednik LOAd703, oparty na preparacie ICOVIR, z wklonowanym genem
kodujacym ligand CD40 (CD40L) (SVENSSON ET AL., 2015).

6. AD-AE1-KOX/PEGBPHF

Ad-AE1-KOX/PEGbHPHF to adenowirus potaczony z wrazliwym na pH polimerem
PEGOPHF (ang. methoxy poly(ethylene glycol)-b-poly(L-histidine-co-L-phenylalanine)).
Dodatnio natadowany polimer przytacza si¢ do kapsydu o tadunku ujemnym na zasadzie
oddziatywan elektrostatycznych. Poza mikrosrodowiskiem nowotworowym czasteczka
pozostaje nieaktywna i niewykryta przez uktad odpornosciowy (brak wykrycia wzrostu
stezenia IL-6, uzywanej jako markera dla infekcji adenowirusowych), a takze wykazuje
mniejszg cytotoksycznos¢ wzgledem komorek watroby niz inne adenowirusy onkolityczne,
oparte na serotypie Ad 5 (CHol ET 4L., 2015, badania na myszach). W $rodowisku
kwasowym (pH 6,4), wynikajacym z hipoksji 1 glikolizy beztlenowej, polimer ulatwia
wnikni¢cie do komorek nowotworowych (KANG ET AL., 2008; CHOI ET AL., 2015).

W celu wsparcia dziatania antynowotworowego opracowano sztuczny czynnik
transkrypecyjny F435-KOX, biatko z motywem Cys2-His2 palcow cynkowych (ang. Zinc
Fingers Protein, ZFP), ktory dziala jako represor genu VEGFA. Dzigki temu ograniczona

zostaje angiogeneza w obrebie nowotworu (KANG ET 4L., 2008; CHOI ET AL., 2015).

7. ONCOS-102 (CGTG-102)/ONcos-401

ONCOS-102 to AdS5, w ktérym wprowadzono trzy istotne zmiany. Pierwsza z nich jest
podmienienie gatki (ang. knob) receptora AdS na biatko adenowirusa 3 — ma to na celu
utatwienie wejscia do komorek nowotworowych poprzez ukierunkowanie wirusa na inny
receptor niz CAR, poniewaz receptor ten jest stabo wyrazany przez komorki
nowotworowe. Po drugie usuni¢to w genomie fragment genu E/4 (delecja 24 pz). Trzecia
modyfikacja jest insercja genu kodujacego GM-CSF w obrgb E3 (informacje producenta:
[//TARGOVAX.COM/PIPELINE/ONCOS-ADENOVIRUS-BASED-CANCER-IMMUNOTHERAPY/,  dostep

30 listopada 2017]).
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Badania przedkliniczne, przeprowadzone na chomikach, pokazaty niska
toksyczno$¢ preparatu (KUrYK ET AL., 2017). Pierwsza proba kliniczna fazy I zostata
wycofana przed zarejestrowaniem pierwszych uczestnikow (NCT01437280). W drugiej
probie klinicznej fazy pierwszej sprawdzono bezpieczenstwo i efektywnos$¢ preparatu przy
podaniu bezposrednio w obreb guzow litych oraz dozylnie (NCT01598129; RANKI ET AL.,
2016). Zaobserwowano pojawienie si¢ komoérek T CDS8" rozpoznajacych komorki
nowotworowe oraz wzrost stgzenia IFNy w tkance nowotworowej, co wskazuje

na immunoterapeutyczne dziatanie wirusa (RANKI ET 4r., 2016). Prowadzona jest

rekrutacja do dalszych testow klinicznych (tab. 6.).
Tabela 6. Badania kliniczne (etap rekrutacji uczestnkoéw) preparatu ONCOS-102

Tytut oryginalny, numer NCT Faza  Rodzaj nowotworu Leki

A Phase I/Il, Safety Clinical Trial of DCVAC/PCa and ONCOS-102

in Men With Metastatic Castration-resistant Prostate Cancer

= rak gruczotu
= DCVac/PCa,

I/l krokowego, oporny na

(NCT03514836) kastracje¢ " cyklofosfamid
A Pilot Study of Sequential ONCOS-102, an Engineered Oncolytic = zaawansowany lub

Adenovirus Expressing GMCSF, and Pembrolizumab in Patients ; nieoperacyjny = cyklofosfamid
With Advanced or Unresectable Melanoma Progressing After czerniak, rozwijajacy  *pembrolizumab

Programmed Cell Death Protein 1 (PD1) Blockade (NCT03003676)

A Randomised Phase II Open-label Study With a Phase Ib Safety
lead-in Cohort of ONCOS-102, an Immune-priming GM-CSF
Coding Oncolytic Adenovirus, and Pemetrexed/Cisplatin in Patients

With Unresectable Malignant Pleural Mesothelioma (NCT02879669)

A Phase 1/2 Study to Investigate the Safety, Biologic and Anti-tumor
Activity of ONCOS-102 in Combination With Durvalumab in
Subjects With Advanced Peritoneal Malignancies (NCT02963831)

si¢ po blokadzie PD-1

* nieoperacyjny
= pemetreksed/

ztosliwy
v cisplatyna
miedzybtoniak )
. = cyklofosfamid
optucnej

= rak jajnika oporny

/I na platyne, = durvalumab

= rak jelita grubego

Zrédto: wyszukano na stronie Internetowej: [//clinicaltrials.gov], stan na 2 lipca 2018

Warto wspomnie¢ o enigmatycznym adenowirusie onkolitycznym Oncos-401,

ktory opisany zostal w jednym tylko artykule (KURYK ET 4L., 2014). Tak jak ONCOS-102
posiadat gatke receptora Ad3, jednak zamiast genu kodujacego GM-CSF wklonowano gen
kodujacy ligand CD40 (CD40L) pod kontrolg promotora hTERT. CD40L mial aktywowac
apoptoz¢ komoérek nowotworowych oraz aktywowaé limfocyty T-cytotoksyczne.
Wiadomo réwniez, ze preparat wirusowy zostat podany pacjentom oraz przygotowywano

si¢ do dalszych testow przedklinicznych i klinicznych. Od 2014 roku nie opublikowano
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niczego nowego w temacie rozwoju tego wirusa, nie jest tez wymieniany na stronie firmy
Targovax.

Rownolegle do prac nad wirusem ONCOS-102 prowadzone sa badania
nad innymi wersjami tego preparatu, oznaczane jako ONCOS-x02 (wcze$niej podawane
z rozroznieniem na: ONCOS-402, ONCOS-802, ONCOS-902). Nie udato si¢ odnalez¢

oficjalnych informacji na ich temat.

8. VCN-01

VCN-01 to adenowirus, ktéry koduje hialuronidazg¢ PH-20, ktora trawi macierz
zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix, ECM), ulatwiajac wniknigcie w glab
tkanki NOWotworowej (informacja za strong producenta:
[//WWW.VCNBIOSCIENCES.COM/CANDIDATE.HTML], oraz baza UniProt: [P38567]).
Standardowo posiada réwniez delecje 24 pz w rejonie E1A, a dodatkowo wstawiono w ten
obszar osiem elementow E2F response element, dla ktorych pRB jest represorem.
Zmodyfikowano takze receptor, motyw aminokwasowy KKTK (lizyna-lizyna-treonina-
lizyna) zastgpiono motywem RGDK (arginina-glicyna-kwas asparaginowy-lizyna)
w domenie wigzgcej si¢ z siarczanem heparanu (ang. heparan sulfate glycosaminoglycans-
binding domain).

Zespot badaczy, czgsciowo zwigzany z firmg VCN Biosciences, badal mozliwos¢
uzycia tego wirusa w leczeniu osteosarkomy. Inaktywacja p53 oraz pRB w tym rodzaju
nowotworu zostata uwzgledniona podczas ukierunkowywana wirusa VCN-O1.
Przeprowadzono proby in vitro (na liniach komoérkowych pochodzacych od pacjentoéw oraz
na jednej linii komercyjnej) oraz in vivo w modelu mysim. Mialy one na celu oceng
replikacji, poziomu ekspresji biatek i cytotoksycznosci wirusa VCN-01 oraz dziatania
onkolitycznego. Otrzymane wyniki oprocz dziatania wirusa, potwierdzily dodatkowo jego

bezpieczenstwo (MARTINEZ-VELEZ ET AL., 2016).

9. CGO070
CG0070 to preparat firmy Cold Genesys o dziataniu onkolitycznym

1 immunostymulujacym, wzmocnionym obecnoscig transgenu kodujagcego GM-CSF

(informacje za strong producenta, [//COLDGENESYS.cOM/CG0070.HTML, dostgp 24 maja
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2018). Oparty jest na serotypie 5 adenowirusa. Jego replikacja jest zalezna od
wklonowanego ludzkiego promotora E2F-1.

Potencjalnym zastosowaniem dla tego leku jest leczenie inwazyjnego raka
pecherza moczowego, w szczegélnosci po nieudanej terapii zZywa szczepionka
przeciwgruzlicza Bacillus Calmette-Guérin, BCG*. Preparat podawano dopecherzowo

w dawkach jednorazowych do 3 - 10" vp (BURKE ET AL., 2012).

10. DNX-2401

W roku 2000 opublikowano badania dziatania in vivo 1 in vitro adenowirusa serotypu 5
z delecja 24 pz w genie EIA, dokladniej w regionie kodujagcym biatko wigzace Rb
(Fueyo er ar., 2000). Oprocz powyzsze] modyfikacji, DNX-2401 zawiera motyw
RGD-4C wigzacy integryny, co pozwala na infekowanie komoérek nowotworowych, nieza-
leznie od ekspresji CAR na ich powierzchni (czgsto niewystarczajacej do efektywnej in-
ternalizacji adenowirusow) ([//CANCER.GOV/PUBLICATIONS/DICTIONARIES/CANCER-DRUG?
cDRID=590711, dostep 1 grudnia 2017]).

DNX-2401 badany byt m.in. w leczeniu glejakow u dzieci. Poczatkowa dawka
jednorazowa wynosita 1 - 10" i mogta by¢ zwiekszona do 5 - 10", jezeli nie bylo objawow
toksycznos$ci (w ramach badan nie stwierdzono objawow powyzej poziomu 2 wedhug Po-
wszechnych kryteriow terminologicznych dla zdarzen niepozadanych (ang. Common Ter-
minology Criteria for Adverse Events, CTCAE), wersji 4.0.). Zaobserwowano wydtuzenie
czasu przezycia u pacjentow leczonych DNX-2401 (TeJADA ET AL., 2018).

11. TELOMELYSIN/OBP-301 1 OBP-405

W roku 2004 zaprojektowano i skonstruowano wirus onkolityczny, oparty o Ad 5
(KawasHMA ET AL., 2004). W celu uzyskania specyficzno$ci replikacji uzalezniono
ekspresje genow El (EIA 1 E1B) od wklonowanego promotora h/TERT (IBIDEM). Wirusy
z takg modyfikacjg okreslane sg jako TRADs (ang. telomerase-specific replication-
competent Ads) Jest to rozwigzanie alternatywne do np. mechanizmu dziatania ONYX-15
(IBIDEM).

Zmodyfikowana wersja OBP-301, OBP-405 (Telomelysin-RGD), zawiera
sekwencj¢ RGD (arginina-glicyna-kwas asparaginowy) w petli HI (ang. HI loop) galki

22 Wigcej nt. terapii BCG: Maranda, 2015.
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receptora adenowirusowego (Taki ET ArL., 2005). Ten motyw aminokwasowy, dzigki
oddzialywaniu z integrynami o.f; i a,ps pozwala na infekowanie CAR-negatywnych®
komorek nowotworowych. Infekcyjno§¢ wirusa OBP-405 byta wyzsza, niz w przypadku
wirusa OBP-301: dziesigciokrotnie w przypadku komorek z receptorem CAR oraz
tysigckrotnie — bez receptora (IBIDEM). Poziom replikacji obu wersji wirusa byl
poréwnywalny miedzy soba w przypadkach linii komérek CAR-pozytywnych a takze
w przypadku linii kontrolnej, bedacej linia komoérek fibroblastow (IBIDEM). Poréwnanie
infekcyjnosci i replikacji wirusow OBP-301 i OBP-405 w tab. 7.

Tabela 7: Poréwanie OBP-301 i OBP-405 w trzech réznych liniach komoérkowych

Relatywna liczba kopii E1A4

Linia komorkowa Wariant wirusa

Infekcyjnosé Replikacja (48 godzin po infekcji)
OBP-301 >10° >10°
H1299
OBP-405 ~10* >10°
OBP-301 10' ~10%°
LN444
OBP-405 103 ~10%°
OBP-301 102 ~10°
NHLF
OBP-405 102 ~10°

Zrodto: dane za TAKI ET AL., 2005

Obecnie prowadzona jest rekrutacja do proby klinicznej fazy I dotyczacej uzycia
OBP-301 razem z chemioterapeutykiem pembrolizumab w leczeniu pacjentow z guzami

litymi (NCT03172819, KOJIMA ET AL., 2018).

12. POZOSTALE ADENOWIRUSY ONKOLITYCZNE

Powyzsze przyklady nie wyczerpuja puli przyktadow adenowirusow onkolitycznych.
Ponizsze Ad majg cechy wspdlne z wyzej omoOwionymi juz preparatami lub dostepne
informacje sg zbyt skape, aby budowac¢ w oparciu o nie podrozdziat.

Orca-010 to Ad 5 z delecja w genie E/A, posiadajacy motyw RGD w swoim
receptorze. Dodatkowo niesie on mutacj¢ Tl w genie E3, ulepszajaca uwalnianie

1 rozprzestrzenianie si¢ wirusa (DONG ET 4L., 2014).

23 Jako przyktady komorek nowotworowych niewyrazajacych CAR wykorzystano w badaniu komorki
glejaka (z linii LN444 oraz LNZ308) i komorki raka ptuc (linia H1299).
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TRAD-DNIkBo (ang. Dominant-Negative IkBa) to adenowirus o dziataniu
podobnym do preparatu Telomelysin. Rowniez opiera si¢ na zaleznej od promotora hTERT
ekspresji genu E1A4. Oprocz tego posiada dominujacy IkBa, ktéry powoduje negatywna
regulacje czynnika NF-xB (IkBa jest inhibitorem NF-kB), odpowiadajacego
za hepatotoksycznos¢ w wyniku reakcji odpornosciowej). IxkBa wulega ekspresji
w komoérkach watroby (zdrowych lub zmienionych nowotworowo). Zachowane zostaje
dziatanie onkolityczne w komodrkach nowotworowych (MACHITANI ET 4L., 2017).

Ad 657 to chimeryczny adenowirus powstaly w rezultacie rekombinacji
homologicznej: w genomie Ad 6 podmieniono rejon kodujacy HVR  heksonu
na pochodzacy z Ad 57. Nastgpnie przeprowadzono badania w mysim modelu raka
prostaty. Opisana modyfikacja zmniejszyla uszkodzenia watroby w porownaniu z Ad 5
1 Ad 6. Roznice w efektywnosci pomiedzy Ad 6 a Ad 657 byly niewielkie i przemawiaty

na korzys¢ pierwszego (NGUYEN ET AL., 2018).
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DYSKUSJA

1. ZALETY | WADY

Jak wspomniano na poczatku pracy, od wielu lat skuteczno$¢ leczenia nowotworow
nie wzrosta znaczaco. Dluga jest lista dziatan niepozadanych zwigzanych z chemio-
i radioterapia, obnizajacych znaczaco komfort zycia pacjentow. Warto podkresli¢ problem
bolu — szczegdlnie tzw. bolu przebijajacego — nadal poszukiwane sg skuteczniejsze
srodki przeciwbolowe. W przypadku terapii wirusami, opisane/zaobserwowane reakcje
uboczne s3 tagodniejsze niz w przypadku leczenia konwencjonalnego — objawy
przypominaja grype (goraczka, drzenie, uczucie rozbicia) lub wystepuja w postaci
miejscowego bolu, jednak o stopniu tolerowanym przez pacjenta lub sa do zatagodzenia
poprzez podanie standardowych srodkow przeciwbolowych.
Jako zalety terapii onkolitycznej wymieniane najczesciej sa:
* specyficzno$¢ wzgledem komorki nowotworowej versus komorki zdrowe,
¢ mechanizm perpetuum mobile namnazania si¢ (liczba nowych wirusoéw nie wzrasta
liniowo, jak u bakterii, lecz wyktadniczo; z kazda zainfekowang komorka
nowotworowg powstaja tysigce nowych czastek wirusowych),
+ mozliwos¢ modyfikacji genetycznych genomu wirusowego,
+ latwos¢ hodowli wiruséw (TEDx TaLks, 2012);
¢ bezpieczenstwo (wybierane s3 wirusy o znanej, dtugiej historii stosowania

w szczepieniach).

Na efekt koncowy leczenia nowotwordéw u ludzi sktada si¢ wiele czynnikow, I-11I dotycza
kazdego rodzaju terapii antynowotworowej, IV-V sg specyficzne dla onkowiroterapii:

L. historia choroby, leczenia — stopien zaawansowania i ztosliwo$ci nowotworu, jego
metabolizm, markery genetyczne; wtorno$¢ lub pierwotno$¢; pierwszy epizod
choroby albo wznowa;

II. zastosowanie innych metod leczenia, celem osiggnigcia efektu synergistycznego —
terapia kombinowana, skojarzona, leczenie chirurgiczne;

II1. kondycja organizmu pacjenta, szczeg6lnie wiek;

IV. sposéb podania wirusa: lepsze rezultaty osiggano przy iniekcjach bezposrednio

W guz nowWotworowy;
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V. funkcjonowanie uktadu odpornosciowego, zdolno$¢ do reakcji na nowotwor
(obecnos¢ przeciwcial skierowanych na komorki zmienione), odpornos$¢ pacjenta
na stosowanego wirusa (przeciwciata antywirusowe, istotne zwlaszcza

przy podawaniu dozylnym wirusow).

Bilans powyzszych czynnikéw przeklada si¢ na wystapienie odpowiedzi na leczenie
oraz jej site. Przez wiele lat badan zaobserwowano spektakularne przypadki wyleczenia®,
jak i catkowity brak wptywu leczenia oraz spektrum efektow posrednich. Powyzsze
roznice w podatnosci na wirusowe preparaty onkolityczne trzeba uzna¢ za ich powazng
wade¢. Dodatkowo odnotowano przypadki uniewrazliwiania si¢ nowotwordw na leczenie
onkolityczne (HEMMINKI, 2014).

Opornos¢ na leczenie onkolityczne polega na istnieniu populacji komorek
nowotworowych, u ktérych zachodzi wysoka ekspresja genow antywirusowych,
m.in. zaleznych od interferonow (jak np. STATI) (LEg ET AL., 2017). Porownano 1436
gendéw o zmienionej ekspresji w komorkach limfoidalnych nowotworow (776 o obnizonej
ekspresji 1 660 o podwyzszonej) z poziomem replikacji onkolitycznego wirusa Pexa-Vec.
Zaobserwowano korelacje miedzy zwigkszonym wyrazaniem pewnych genow,
a oporno$cig na wirus. Kwestia ta wymaga dalszych badan.

2. PROBLEMY TECHNOLOGICZNE
W przypadku wirusow onkolitycznych, jak 1 ogolnie pojetej wiroterapii, problemy
technologiczne moga dotyczy¢ nastepujacych kwestii:
I. Mozliwos¢ kontaminacji preparatu czynnikami zakaznymi:

(1) wirusami pochodzacymi z odzwierzecej linii komorkowej — zachorowanie
na zoonoz¢ lub rozwinigcia si¢ nowotworu (zakazenie hodowli adenowirusowej
SV40 — CzAU-SIUNG, MELNICK, 1963; skazenie szczepionek przeciwko polio
w latach 50. 1 60., STRICKLER ET AL., 1998);
(i) wirusami ,,brudnych strzykawek” (pogloski o obecnosci HIV lub HCV
w preparacie adenowirusowym do terapii genowej; przywoluje je artykuk:

BRENNER, 2000).

24 Czasami w praktyce medycznej spotyka si¢ przypadki samoistnej, spontanicznej remisji, 0 nieznanej
przyczynie.
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II. Prawdopodobienstwo rozwoju choroby wirusowej, spowodowanej preparatem
lub wystapienia objawow niepozadanych.
— Atenuacja wirusow 1 uzywanie szczepéw o optymalnej skutecznosci,
cechujacych si¢ obnizong czestotliwoscig efektéw niepozadanych. Warto
tez podkresli¢, ze do tej pory nie odnotowano zarazenia wirusem onkolitycznym
0s0b z otoczenia pacjenta (CATTANEO, RUSSELL, 2017).

III. Obecnos¢ dodatkowych, szkodliwych substancji.
— Obnizanie ich stgzenia w ramach rygorystycznej kontroli produkcji preparatu;
zastepowanie szkodliwych substancji neutralnymi zamiennikami.

IV. Potencjalne zagrozenie bioterrorystyczne, szczegélnie przy badaniach
nad wirusami wysokiego ryzyka (przykladowo: wirus Zika uzywany jako

onkolityczny).

3. PROBA OKRESLENIA SYTUACJI PRAWNEJ

W  $wietle prawa europejskiego wirusy zaliczane sa do Genetically Modified
Microorganisms”, GMM. Aby legalnie prowadzi¢ badania nad wirusami, nalezy spetiaé
wymagania dotyczace bezpieczenstwa pracy z tymi czynnikami zakaznymi oraz z liniami
komoérkowymi, uzywanymi do namnazania. Wynikaja one z oceny ryzyka indywidualnego
(narazenie personelu badawczego) oraz ogoOlnego (narazenie spoteczenstwa),
przy uwzglednieniu infekcyjnosci, zjadliwosci danego wirusa oraz mozliwosci leczenia
choroby przezen powodowanej. Szczegdly zawiera Rozporzadzenie Ministra Zdrowia
z dnia 22 kwietnia 2005 r. w sprawie ,,Szkodliwych czynnikéw biologicznych dla zdrowia
w $rodowisku pracy oraz ochrony zdrowia pracownikdw zawodowo narazonych
na te czynniki” (Dz. U. z dnia 11 maja 2005 r.).

W roku 2004 zaakceptowano 1 dopuszczono pierwszy na §wiecie wiroterapeutyk
onkolityczny®®, Rigvir, w leczeniu czerniaka na Lotwie (DoNINA ET AL, 2015);
w najblizszym czasie spodziewana jest ponowna weryfikacja tego preparatu (STIRANE,

DiakoNoOvA, 2017).

25 Chociaz wirusy nie sg zaliczane do mikroorganizméw w biologii.

26 W roznych publikacjach pierwszenstwo przyznaje si¢ tez Oncorine w leczeniu nowotwordw glowy i szyi
(Chiny — listopad 2015) albo T-Vec w leczeniu czerniaka (Stany Zjednoczone — 27 pazdziernika
2015).
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Co najmniej kilka preparatow wirusowych wpisano do rejestru lekow sierocych,
tzn. takich, ktorych opracowanie bytoby nieoptacalne z powodu malej czestosci
wystepowania danej choroby (kryterium co najwyzej 5 osob na 10 000 w krajach
Wspdlnoty). Procedura rozpoznania prowadzona jest przez Committee for Orphan
Medicinal Products (COMP) dziatajacy w obrebie European Medicines Agency (EMA).
Status leku sierocego zwigzany jest z dziesigcioletnimi benefitami ekonomicznymi oraz
zapewnieniem wylaczno$ci rynku europejskiego dla producenta preparatu z taka
klasyfikacja. Na poczatku 2015 roku Enadenotucirev, jako preparat w leczeniu platyno-
opornego raka jajnika, otrzymatl powyzsze wsparcie (EMA GRANTS POSITIVE OPINION...,
2015).

Dnia 27 pazdziernika 2015 roku Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow
(U.S. Food and Drug Administration, w skrocie FDA) zaakceptowata pierwsza w Stanach
Zjednoczonych terapi¢ onkolityczng z zastosowaniem talimogene laherparepvec
(dostgpnego na rynku pod nazwa T-Vec albo pod zastrzezonym znakiem towarowym
Imlygic). Leczenie ma obejmowac niektorych pacjentdéw z nieoperowalnymi przypadkami
metastatycznej melanomy (FDA APPROVES TALIMOGENE LAHERPAREPVEC..., 2015). Koszt
rundy leczenia szacowany jest na kwote 65 tys. dolarow amerykanskich, co poczatkowo
moze wydawac si¢ wysoka kwota, jednak w poréwnaniu okazuje si¢ nizsza, niz dla innych
nowych terapii ([//BUSINESSINSIDER.COM/FDA-APPROVES-AMGENS-IMLY GIC-ONCOLYTIC-VIRAL-
THERAPY-2015-10?IR=T, dostep 3 grudnia 2017]). Rok wczesniej FDA przyznata
preparatowi DNX-2401 status leku sierocego (kryterium: mniej niz 200 000 chorych
w Stanach Zjednoczonych) (FDA GRANTS ORPHAN DRUG DESIGNATION..., 2014).

Na poczatku biezacego roku (9 lutego 2018) nowozelandzki EPA
(ang. Enviromental Protection Authority, Urzad Ochrony Srodowiska) udzielit pozwolenia
na import preparatu Telomelysin/OBP-301 do przeprowadzenia préby klinicznej fazy 11
w leczeniu zaawansowanego czerniaka (EPA, 2018).

Istotng kwestia w regulacji prawnej wirusOw onkolitycznych jest prawo
patentowe oraz koszty monitorowania pacjentdow podczas trwania oraz po Kkuracji
(HemMINKI, 2014). Obostrzenia natury legislacyjnej powoduja zawezenie kregu

potencjalnych beneficjentow wiroterapii onkolityczne;.
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PODSUMOWANIE

Nowotwory ztosliwe towarzysza cztowiekowi od zarania dziejow — dlugi staz tego
zwiazku potwierdzaja m.in. zmiany chorobowe w kosciach neandertalczyka, obecnie
datowanych na starsze niz 120 tysigcy lat, oraz u niezidentyfikowanego hominida (genus
et species indeterminans) sprzed 1,7 miliona lat (MONGE ET AL., 2013; ODES ET AL., 2016).

Badania nad wirusami onkolitycznymi przezywaja obecnie swoj renesans dzigki
rozwojowi metod molekularnych pozwalajacych na edycje genow wirusowych. Duzg role
moga tez odegra¢ projekty sekwencjonowania genoméw nowotworowych (TCGA),
dostarczajace informacji o komorce gospodarza, a w konsekwencji pozwalajace lepiej
zaprojektowa¢ wiroterapeutyk i zrozumie¢ jego mechanizm dziatania.

Na korzys$¢ terapii onkolitycznej przemawia fakt, ze opisane reakcje uboczne
sg oceniane jako mniej ucigzliwe 1 mniej grozne, niz te pojawiajace si¢ podczas chemio-
i radioterapii. Warto zauwazyé, ze nie odnotowano przekroczenia dawki bezpiecznej
podczas leczenia wirusami onkolitycznymi, ani tez transmisji wirusa do 0s0b z otoczenia
pacjenta. Z drugiej strony za$ nadal otwarte pozostajg ponizsze kwestie:

¢ Zwigkszenie efektywno$ci wirusow onkolitycznych w podaniu  dozylnym.
Zmniejszenie negatywnych interakcji z ukladem odpornosciowym (obnizenie
immunogennos$ci wirusa) stanowi fundament dla mozliwosci leczenia nowotwordéw
w fazie metastazy.

¢ Skierowanie odpowiedzi uktadu odporno$ciowego na komoérki nowotworowe.

¢ Optymalizacja tropizmu: wyeliminowanie replikacji w komoérkach niezmienionych
nowotworowo (hepatotropizm Ad), jednoczesnie przy ukierunkowaniu na elementy

chorej tkanki (tj. na komoérki nowotworowe, CSCs, TECs).

Jak zademonstrowano w pracy, podjeto proby przetamania ograniczen, zarowno w modelu
adenowirusowym, jak 1 w przypadku innych wirusow. Na chwile obecng trudno
prognozowaé rezultat oraz dalsze kierunki rozwoju badan, z pewnos$cia jednak
dotychczasowe rozwigzania beda rozwijane. Mozna spodziewaé si¢ powstawania
rownolegle nowych propozycji, a takze prob laczenia ich w obrgbie pojedynczego
konstruktu wirusowego tak, aby terapia wirusami onkolitycznymi stala si¢ optymalng

1 standardowg procedurg terapii przeciwnowotworowe;j.
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