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Gene therapy in radiation oncology
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Souhrn

Vychodiska: Genova terapie je cilend zména genomu v cilovych burikach s 1é¢ebnym zamérem.
Geneticky materidl se do bunky prenasi pomoci virovych nebo nevirovych vektord. V soucas-
nosti jiz existuji metody pro vysoce presnou, specifickou editaci genomu. Klinicka aplikace ge-
nové terapie u pacientll [é¢enych radioterapii se zamétuje na zvyseni Ucinku radioterapie (tedy
usmrcovani naddorovych bunék) a na minimalizaci poskozeni normalnich tkani. Radiace a ge-
nova terapie mohou mit synergicky ucinek — radioterapie urcuje ¢as a misto aktivace genového
konstruktu a mudze zvysit efektivitu genového prenosu. Existuji rovnéz strategie s prenosem
genl zvysujici radiosenzibilitu cilové tkané. Zakladni strategie genové terapie v onkologii zahr-
nuji prenos gent pro zvyseni citlivosti nddoru na farmakoterapii nebo radioterapii, kompenzaci
ztraceného nebo deregulovaného onkogenu/antionkogenu, blokovani exprese onkogenu za
pouziti antisense oligonukleotidd a zvy$eni imunogenicity nadoru za Ucelem navozeni nebo
stimulace protinadorové imunity (genova imunoterapie). Cile: Cilem kratkého prehledového
¢lanku je poskytnout informace o strategiich a moznostech kombinaci genové terapie a ra-
dioterapie. Zdvér: Rlizné typy genové terapie a radioterapii Ize kombinovat za ucelem zvyseni
lokoregionalniho protinddorového ucinku a snizeni toxicity. VSechny aplikace genové terapie
v kombinaci s radioterapii vSak zatim z{stavaji experimentalni.
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Summary

Background: Gene therapy is a targeted alteration of the genome with therapeutic intent. Ge-
netic material is transferred to the target cell by viral or non-viral vectors. Several methods for
highly accurate and specific genome editing have been developed. Clinical applications of
gene therapy in patients receiving radiotherapy aim at enhancing the effect of radiotherapy
and minimizing damage to normal tissues. The effects of radiation and gene therapy may be
synergistic. Radiotherapy determines the time and place of gene construct activation and can
increase the efficiency of gene transfer. Some gene therapies increase the radiosensibility of
the target tissue. Basic strategies for gene therapy in oncology include gene transfer to inc-
rease tumor sensitivity to pharmacotherapy or radiotherapy, compensate/control the lost or
deregulated oncogenes, block oncogene expression using antisense oligonucleotides, and
increase tumor immunogenicity in order to induce or stimulate anti-tumor immunity. Objec-
tives: The aim of this short review is to provide the information on strategies and possibilities
of combinations of gene therapy and radiotherapy. Conclusions: Various types of gene therapy
and radiotherapy can be combined to increase the locoregional antitumor effect and reduce
toxicity. However, all applications of gene therapy in combination with radiotherapy currently
remain experimental.
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GENOVA TERAPIE V RADIACNI ONKOLOGI!

Uvod

Genova terapie znamena zavedeni ge-
netického materidlu do bunék za léceb-
nym Ucelem. Cilem je, aby se kompen-
zovaly nebo opravily abnormalni geny
nebo aby se v bunce vytvofil novy pro-
tein, ktery ma v lé¢ebné strategii pro-
spésny ucinek (tab. 1) [1]. V soucasnosti
jiz existuji registrované |écebné me-
tody pouzivané v onkologii zalozené
na genové imunoterapii - onkolyticka
viroterapie [2].

Genova terapie a radioterapie maji
potencialné synergicky ucinek, protoze
maji rdzné mechanismy G¢inku a zamé-
fuji se na razné casti bunéc¢ného cyklu.
Genovou terapii je mozné zvysit radio-
senzibilitu tkdné a naopak radioterapii
zvysit expresi preneseného genu. Ra-
dioterapie je vyuZivana pro nastartovani
a prostorovou determinaci exprese pre-
nesenych gen( v pristupu, ktery vyuZziva
radiaci indukovatelné promotory [3,4].

Genova terapie je zamérena na soma-
tické burky, zmény genomu jsou tedy
nehereditarni. Genova terapie zamérena
na lidské zarodec¢né bunky je v soucas-
nosti ve vétsiné zemi zakazana.

Pfenos genti a vektory

K pfenosu gent do buriky slouzi vektory
na bazi virl nebo nevirové. K prenosu
genli mize dochéazet bud mimo télo
(ex vivo) s naslednym podanim modifi-
kovanych bunék pacientovi, nebo pfimo
v téle nemocného po aplikaci vektoru
s danym genovym konstruktem (in vivo).
Protoze se dosud nepodafilo vyfesit pro-
blém selektivniho nebo alespon prefe-
ren¢niho pfenosu genl do nadorovych
bunék, byly v preklinickych i velmi oje-

dinélych klinickych studiich kombinuji-
cich genovou terapii s radioterapii vek-
tory podavéany intratumoralné (nebo
u preklinickych experiment(l se transfer
proved| ex vivo, zpravidla do xenograftu
nadoru) [3,6].

Viry, které se pro pfenos gend pouzi-
vaji, jsou modifikovany tak, aby nezpu-
sobily infekci a zaroven preferen¢né na-
padaly cilové bunky a ne ostatni buriky
téla.Vazba a vstup viru do buriky je zpro-
stfedkovan proteinovou obalkou na po-
vrchu viru. Pro Ucely genové terapie je
mozné bud’ omezit, nebo naopak rozsi-
fit rozsah bunék, které jsou vhodné pro
transdukci vektorem genové terapie.
Viry, ve kterych byly endogenni virové
obalové proteiny nahrazeny bud' obalo-
vymi proteiny z jinych virQ, nebo chimé-
rickymi proteiny, se oznacuji jako pseu-
dotypované viry.

K pfenosu genl Ize pouzit i atenuo-
vané bakterie, které po endocytéze do
buriky uvolni genovy konstrukt. Kromé
toho Ize pro transfer, ac s nizsi u¢innosti,
pouzit fyzikaIni nebo chemické metody
bez Zivych organismu (tab. 2) [1,5].

Editace genomu

Nové technologie umoziuji modifikaci
(editaci) specifického mista genomu
v cilové burnce. Tyto metody umoz-
nuji vyfazeni (knock-out) ur¢itého genu
nebo zavedeni nové genetické infor-
mace (napf. opravu poskozeného genu).
Teoreticky tedy tyto metody umoz-
nuji opravu onkogennich mutaci v na-
dorovych nebo i nenddorovych buni-
kach. Byly jiz klinicky vyuzity jednak
k vyrobé modifikovanych protinddoro-
vych lymfocyt(, jednak k opravé here-

Tab. 1. Strategie protinadorové ge-
nové terapie v onkologii [1,5].

Vlozeni genu pro zvyseni citlivosti
nadoru na farmakoterapii nebo ra-
dioterapii (tzv. suicide gene).

Vlozeni genu, ktery by kompenzoval
ztratu nebo deregulaci onkogend/
antionkogend.

Blokovani exprese onkogenu za po-
uziti tzv. antisense oligonukleotid(.

Zvyseni imunogenicity nadoru za
ucelem navozeni nebo stimulace
protinddorové imunity (genova
imunoterapie).

N

ditarnich onemocnéni kiize nebo kostni
drené [7-9].

Systém CRISPR/Cas9

Genovy konstrukt CRISPR (clustery pra-
videlné rozmisténych kratkych palin-
dromickych repetic - clustered regu-
larly interspaced short palindromic
repeats)/Cas9 (CRISPR asociované geny
— CRISPR-associated genes) je systém
pro cilené vnéaseni genetickych zmén
do eukaryotickych bunék zalozeny na
prokaryotickém imunitnim systému. Do
eukaryotickych bunék je tento genovy
konstrukt vnesen napf. pomoci lenti-
viru. Sekvence RNA, ktera je soucasti
konstruktu, specificky rozpozna kom-
plementarni sekvenci DNA a enzym
Cas9 tuto DNA v cilovém misté rozstépi.
Podle typu experimentu lze docilit vy-
Stépeni ¢asti DNA, a tim i likvidace da-
ného genu nebo vneseni nové gene-
tické informace do mista zlomu [10-12].

elektroporace, lipozomy a dalsi nanocastice

Escherichia coli, Salmonella, Clostridium, Listeria

parvovirus

adenoviry

herpesviry (modifikovany herpes simplex)

lentiviry (modifikované viry HIV-1, HIV-2 a dalsi)

/
Tab. 2. Vektory pouzivané pro pienos genti [1,3,5].
Typ vektoru Priklady
subcelularni
nevirové
bakteridlni
ssDNA viry
dsDNA viry
virové
sSRNA viry
dsRNA viry

reoviry
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Tab. 3. Aktivni studie kombinujici virolytickou terapii a radioterapii podle [26].

Nazev studie

supratentorial brain tumors

triple-negativni karcinom prsu

N

SBRT and oncolytic virus therapy before pem-
brolizumab for metastatic TNBC and NSCLC

Chemoradiation with enadenotucirev as a ra-
diosensitiser in locally advanced rectal cancer

HSV G207 alone or with a single radiation
dose in children with progressive or recurrent

Indikace
nemalobunécny
karcinom plic
triple-negativni
karcinom prsu

karcinom rekta adenovirus s imunostimula¢nimi 1 NCT03916510
geny
maligni supra- G207 - virus herpes simplex modifi-
tentorialni kovany tak, aby se mnozil jen v déli- 1 NCT02457845
nadory cich se bunkach

HSV G207 - onkolyticky virus herpes simplex, NSCLC - nemalobunécny karcinom plic, SBRT - stereotakticka radioterapie, TNBC —

Genova terapie

adenovirus kédujici herpetickou
tymidinkinazu

enadenotucirev - modifikovany

Faze  Cislo studie

2 NCT03004183

Metoda TALEN

Metoda TALEN (efektorové nukledzy
podobné transkripénim aktivatordm
— transcription activator-like effector
nucleases) nerozeznava cilovou sekvenci
pomoci RNA, ale pomoci specialni sek-
vence aminokyselin. Tato sekvence tedy
funguje podobné jako transkrip¢ni ak-
tivatory. Samotna modifikace DNA pro-
bihd podobné, jak je popséno vyse [13].

Potencialni aplikace genové
terapie v radia¢ni onkologii
Klinické aplikace genové terapie u pa-
cientll 1é¢enych radioterapii se zamé-
fuji na zvy3eni Gc¢inku radioterapie (tedy
usmrcovani nadorovych bunék) a na mi-
nimalizaci poskozeni normalnich tkani.
Vsechny aplikace genové terapie v kom-
binaci s radioterapii zatim zUstavaji
experimentalni.

Vyuziti promotort indukovatelnych
zarenim v kombinaci

s terapeutickymi geny

Pristup vyuzivd promotord gen, které
jsou exprimovany v reakci na ionizujici
zareni. Expozice bunék ionizujicimu za-
feni indukuje poskozeni DNA pfimou in-
terakci s DNA a vytvafenim reaktivnich
kyslikovych radikald (reactive oxygen
species — ROS), coz vede k transkripcni
aktivaci rdznych genl a k nasledné
zméné v jejich expresi. Dosud bylo iden-
tifikovano nékolik gen( aktivovanych
zafenim nebo radiaci generovanymi
ROS (napf. geny rodiny jun-fos). Vesmés

se jednd o geny odpovédi na oxidacni
stres. Promotory téchto zareniindukova-
telnych gent Ize vyuzit k fizeni exprese
terapeutickych gent [4,14-17].

Prikladem vyuziti této strategie je tran-
skrip¢ni faktor rychle odpovidajici na
bunécny stres EGR1. Promotor EGR1 je
mozné kombinovat s terapeutickymi
geny v jednom konstruktu pouzitelném
pro genovou terapii. Po aplikaci zafeni
dochazi diky tomuto promotoru reagu-
jicimu na zareni k zvy$ené expresi zada-
ného,downstream” proteinu [18,19].

Prikladem je kombinace promotoru
EGR1 s genem pro tymidinkindzu pocha-
zejicim z viru herpes simplex. Ta méni
gancyklovir na cytotoxické produkty,
predevsim gancyklovir-5'-trifosfat.
Pokud tedy pacientovi poddme gancy-
klovir, bude jej tymidinkinaza v cilovych
burikdch ménit na cytotoxicky meta-
bolit. Protoze tymidinkindza bude ex-
primovana jen v ozafené tkani, dochazi
k synergickému ucinku radiace a ge-
nové terapie. Radioterapie v tomto pfi-
padé urcuje ¢as a misto cytotoxického
plsobeni metabolitd gancykloviru. Pro-
toze se tyto produkty mohou pres meze-
rové spoje (gap junctions) sifit do bunék
v okoli, dochdzi k tzv. bystander efektu
a neni nutnd 100% Gcinnost transfekce
nadorovych bunék [18,19].

Manipulace genti radiacni rezistence

Nejvice zkoumanym pfistupem je obno-
veni aktivity genu p53. Mutace nebo de-
lece p53 je v nddorech casta, zhorsuje

bunécnou odpovéd na poskozeni DNA,
zabranuje apoptéze a je silnym predik-
torem radiorezistence. Obnoveni akti-
vity p53 pomoci virovych vektord ké-
dujicich p53 vyznamné zvysuje citlivost
nadorovych bunék na ozéreni. V. mode-
lech nadorl s deficienci p53 bylo v expe-
rimentu pouzito metody genové smycky
s pozitivni zpétnou vazbou (positive
feedback genetic circuit). Pfikladem je
konstrukt sloZzeny z promotoru E6 cit-
livého na zareni, promotoru R4 spou-
sténého proteinem p53 a samotného
proteinu p53. Radiace aktivuje expresi
p53 aktivaci promotoru E6. Nové synte-
tizovany p53 pak vazbou na promotor
R4 zvysuje svoji vlastni expresi pozitivni
zpétnou vazbou. Tim dochazi k vysoké
produkci p53 a obnoveni radiosenziti-
vity bunék [19,20].

Pfenos genu vysokoafinitniho
membranového receptoru

Tento pfistup se vyuzivd v kombinaci
s lé¢bou ligandy vazanymi na radioizo-
topy. Genova terapie mlze zvysit kon-
centraci produktu cilového genu na po-
vrchu bunék, napf. somatostatinového
receptoru.Ten je pak cilem radiofarmaka,
jehoz Gcinnost se takto zvysuje [21].

Modifikace mikroprostiedi

nadoru

Kombinace genové terapie s pfenosem
genu TNF-a s radioterapii vede k aditiv-
nimu az synergickému zvyseni protina-
dorové ucinnosti lé¢by. TNF-a hraje du-
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lezitou roli v protinddorové imunitni
odpovédi a je inhibitorem nadorové
angiogeneze [22].

Radioterapie v kombinaci
s onkolytickou viroterapii
Intratumordlni onkolytickd viroterapie
je novou modalitou imunoonkologické
[é¢by. Onkolytické viry se selektivné re-
plikuji v nddorovych bunkdach. Maji pfi-
mou onkolytickou aktivitu a také indu-
kuji imunitni odpovédi proti sobé i proti
nadorovym bunkam. Lze vyuzit DNA
a RNA viry (herpetické, paramyxoviry,
adenoviry a dalsi), které jsou obvykle ge-
neticky modifikovany (napf. prenosem
genl pro cytokiny nebo odstranénim
genl chrénicich virus pfed imunitnim
systémem). Poddvaji se injekci pfimo
do nédorového loziska, ale imunitni od-
povéd plsobi i na vzdalené metastazy.
Ukazuje se, ze konkomitantni aplikace
zareni mdze zvysit miru infekce nadoro-
vych bunék virem, jeho replikaci a geno-
vou expresi [23]. Tato modalita genové
terapie je dosud jedind, kterd byla zkou-
$ena i klinicky. V malych studiich faze I-
Il byli takto léceni pacienti s karcinomem
prostaty, hlavy a krku, gliovymi nadory
mozku, sarkomy a nemalobunéénym
plicnim karcinomem. Nékolik studii za-
fazovalo pacienty s dostupnym néado-
rem bez omezeni jeho typu [24].
Prehled aktivnich studii kombinujicich
virolytickou terapii a radioterapii je uve-
den v tab. 3.

Nezadouci tcinky genové terapie

v kombinaci s radioterapii

Mezi nejcastéjsi vedlejsi ucinky po ge-
nové terapii patii prechodnd horecka,
symptomy podobné chfipce a pre-
chodnd elevace jaternich test. Tyto pfi-
znaky jsou zpusobeny imunitni reakci
proti vektoru. V dosud provedenych kli-
nickych studiich s malym poctem pa-
cientl nebyly zaznamenany specifické
nezddouci Uc¢inky pro genovou terapii
podavanou konkomitantné s radiotera-
pii a lokdIni nezadouci Ucinky radiotera-
pie odpovidaly oc¢ekdvanim [6,24].

Pfi genové terapii, kdy dochazi k inte-
graci viru a/nebo genového konstruktu
do hostitelské DNA (napf. pfi pouZiti re-
trovird jako vektoru), mize dojit k na-
hodné nezadouci mutaci se zménou ex-
prese onkogend nebo antionkogenu
a vzniku malignit. V klinické studii s ge-
novou terapii kombinované imunodefi-
cience, kde se poufzil retrovirovy vektor,
doslo k pfipadim leukemie nasledkem
inzeréni mutageneze [25].

Zaveér

Preklinické studie ukazuji, Ze radiace
zvy3uje absorpci a replikaci viru v nddo-
rové tkani a expresi transgen. Mezi za-
fenim a genovou terapii mize dochazet
k synergickym interakcim bez zavazné
celkové ¢i lokalni toxicity. Rozvoj genové
terapie nadorl je v soucasnosti limito-
van omezenym vychytavanim vektor(
v nadorové tkani po systémovém po-
dani, relativné nizkou expresi transgena
v cilovych burkach a v neposledni fadé
vysokou cenou této lécby.
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