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Souhrn: Velké procento chirurgicky neresekabilníchjaterních malignit ajejich špatné ovlivnìníjinýrni terapeutickými moda-
litarni vytváøí nutnost hledán! nových léèebných prostøedkù. V souèasnosti jsou rozvíjeny metody genové léèby. Pro nepøe-
svìdèivé výsledky s replikace neschopnými viry, které jsou používány jako nosièe terapeutických genù, jsou dnes zkoušeny
také replikaènì kompetentní viry. Tyto jsou upravovány k selektivnímu napadení a nièení nádorù. Z onkolytických virù vstu-
pují v léèbì jaterních ma!ignit do fáze prvních klinických zkoušek geneticky upravené adenoviry a herpesviry. První prekli-
nické i klinické studie potvrzují pøedpoklady jejich budoucího klinického využití. Cílem tohoto èlánku je podat pøehled sou-
èasných poznatkù v možnostech ovlivnìní jaterních malignit onkolytickými viry.

Klíèová slova: onkolytické viry, jaterní nádory, genová léèba,

Summary: High percentage of liver tumours are not suitable for surgica! resection and there are no other effective treatment
moda!ities for these tumours. Therefore there is need to develop some new therapeutic strategies. Currently methods of gene
therapy are extensively explored. One ofthose represents replication competent oncolytic viruses that are engineered for selec-
tive tumour destruction. Genetically modified adenoviruses and herpesviruses are entering the flfst clinica! tria!s as therapeu-
tics tools for liver tumours. The preclinica! and flfst prelirninary clinica! results hold prornise for the treatment of cancer. The
aim of this review is to describe current possibilities of oncolytic viruses in the treatment of liver tumours.
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Úvod hé další. I když dnes máme k dispozici množství genù, které

Jaterní nádory zaujímají celosvìtovì v pøíèinì úmrtí namalig- jsou velmi efektivní v nièení nádorových bunìk, není možno

nity pøední místo. Obecnì jde o dva hlavní typy nádorù jater. dosáhnout ve všech cílových buòkách jejich vysoké exprese,

V Evropì a v USA pøevládají metastázy kolorektálního kar- což by bylo nutné k vyvolání klinického efektu (3). Základní

cinomu, kdy u pacientù s generalizovanou nemocí má 40 % podmínkou genové léèby je totiž transport rekombinované

pacientù tuto generalizaci lokalizovanou pouze v játrech. DNA do cílových bunìk èi tkání a v nich následná exprese apli-

V rozvojových zemích je daleko èastìjší hepatocelulární kar- kovaných genù. Bezpeèný a efektivní transfer je dnes ale jed-

cinom, nejèastìji vzniklý na podkladì hepatitídy C a B. Jedi- ním z hlavních limitujících faktorù genové léèby. Obecnì lze

nou potenciálnì kurativní metodou léèby u primárních a sekun- transportní systémy rozdìlit na virové a nevirové. Nevirové

dárních nádorù jater je chirurgická resekce. Bohužel u vìtšiny nosièe (vektory) jsou bezpeèné, jednoduché a stabilní, ale jejich

pacientù jsou jaterní tumory neresekabilní pro multifokální efektivita je ve srovnání s virovými vektory pomìrnì malá.

jaterní postižení nebo pro špatnou funkci jater. Pacienti, kteøí Virové vektory jsou pro pøenos terapeutických genù používá-

jsou nevhodní pro chirurgickou léèbu, mají velmi špatnou pro- ny již delší dobu a mají nìkteré vlastnosti, hlavnì dobrý Prù-

gnózu. Nejèastìji umírají na selhání jaterních funkcí. Jejich nik do bunìk, lepší než nosièe nevirové. Strategie genové léè-

pøežitíje pøímo úmìrné stupni jaterního postižení (I). Pro paci- by jaterních malignit, které používají virové replikace

enty s nádory jater, které pro svou pokroèilost již nejsou indi- neschopné vektory, jsou následující: substituce nádory potla-

kovány k chirurgické léèbì, neexistuje v souèasnosti žádná èujících genù, metody suicidiální genové léèby a imunogeno-

efektivní terapie. Výzkum a vývoj nových léèebných metod je vá terapie. Pokroky na poli rekombinovaných virù jako nosi-

proto v této oblasti prioritní. èù léèebných genù byly podkladem pro vytvoøení nových

V posledních letech jsme svìdky velkého pokroku v oblasti pøístupù v léèbì malignit a vyústily až v používání virù schop-

molekulární biologie, genetiky a genového inženýrství. Meto- ných replikace. Novou metodou je používání replikace schop-

dy genové léèby pøinášejí nadìje i do oblasti léèby zhoubných ných geneticky upravených (rekombinovaných) virù, které

nádorù. Bylo zjištìno, že maligní nádor je specifický typ gene- svou replikací zpùsobují znièení hostitelské buòky. Viry jsou

tické nemoci charakterizovaný neschopností udržet v posti- totiž pøirozenì cytotoxické a navíc nìkteré, j ako napøíklad ade-

žených buòkách neporušenost vlastní DNA. K jeho vzniku noviry, mají afinitu k epitelovým buòkám ze kterých vzniká

vede akumulace nìkolika genových mutací zvláštì ve skupi- vìtšina nádorù. Díky množení a následnému infikování sou-

nách genù regulujících opravu poškozené DNA a kontrolu sedních, dosud nenapadených bunìk, dochází k významné-

bunìèného dìlení a rùstu (2). Vznikly ajsou rozvíjeny meto- mu znásobení podané dávky (4). Pro tyto replikaènì kompe-

dy jako je použití nádory potlaèujících genù, inaktivace onko- tentní viry, vyvíjené k pøímému nièení nádorových bunìk, se

genù, metody imunogenové terapie, antiangiogeneze a mno- dnes používá oznaèení onkolytické viry. Cílem tohoto èlánku
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je podat pøehled o souèasných poznatcích v možnostech ovliv- znièení. Citlivost na nièení tumor nekrotizujícím faktorem je
nìníjaterních malignit onkolytickými viry. zprostøedkována proteiny, které jsou kódovány v ElA oblas-

ti adenovirového genomu (9). Virová infekce a lýza nádoro-
~istorie používání virù v léèbì malignit vých bunìk navíc vyvolává bunìènì zprostøedkovanou imu-
Uvahy o možnosti využití viru k léèbì nádoru vznikly již na nitní odpovìï proti nádorovým buòkám (10,11).
poèátku dvacátého století, a to na základì pozorování obèas-
né regrese tumorù u pacientù, kteøí prodìlali virózu. V pade- Optimalizace nádorovì selektivní replikace
sátých letech pak bylo provedeno nìkolik klinických studií, S rozvojem nových molekulárnì biologických poznatkù v
pøi nichž byly k nièení nádoru využity adenoviry. V jedné oblasti interakce viru a hostitelské buòky jsou dnes zkoušeny
z nich bylo použito 10 rùzných sérotypù adenoviru u pacien- a vyvíjeny jako selektivnì se replikující protinádorové pro-
tek s nádory dìložního èípku (5). Tyto byly podány lokálnì støedkyhlavnìgenetickyupravenéadenoviryaherpesviry. Ty
pøímo do tumoru, intraarteriálnì nebo intravenóznì. Ke sní- dovedou velmi dobøe pronikat do bunìk. Do genomu hostitel-
žení aktivity neutralizujících protilátek byly souèasnì podá- ské buòky se neintegrují a jejich exprese je proto doèasná.
vány kortikosteroidy. Žádné vìtší toxické ani alergické úèin- U onkolytických viru není trvalá exprese nutná, nebo• i jejich
ky nebyly pozorovány. Nìkteré pacientky však prodìlaly doèasné pùsobení staèí ke znièení (cytolýze) hostitelské buò-
mírnou virózu, která bez další léèby po dvou až sedmi dnech ky. Výhodami aplikace replikaènì kompetentních viru je zná-
ustoupila. Adenovirus se následnì podaøilo identifikovat ve sobení podané dávky a možnost šíøení do sousedních, dosud
dvou tøetinách tumoru, a to i ve vzorcích odebraných po 14 neinfikovaných nádorových bunìk (12). V souèasnosti se tyto
dnech od podání viru. U nìkolika pacientek došlo k regresi viry upravují tak, aby byly toxiètìjší k nádorovým buòkám
tumoru. Poprvé tak bylo demonstrováno, že podání adenovi- a než k normálním tkáním.
ru je bezpeèné, a že adenovirus mùže pùsobit nekrózu nádo- K navození nádorovì selektivní virové replikace jsou zkou-
ru. Nicménì nepøesvìdèivé klinické výsledky vedly pøechod- mány dvì metody. První metodou je omezení exprese jen na
nì k upuštìní od využití viru pøi léèbì nádoru. nádorové buòky. Casné nestrukturální proteiny kódované vEl

oblasti genomu adenoviru aktivují jak virové tak i bunìèné
Životní cyklus virù geny, které jsou nutné pro efektivní virovou infekci. Také blo-
Virovou èástici mùžeme zjednodušenì popsat jako "organe- kují ruzné bunìèné proteiny, bránící množení viru. Tak vlast-
lu", která je vhodnì pøizpùsobená k pøenosu nukleové kyse- nì až teprve správná transkripce této oblasti adenovirového
liny mezi buòkami (6). genomu umožní jeho množení (13). Vložení promotoru pøed
Životní cyklus adenoviru lze rozdìlit do následujících etap Eloblastomezíjejítranskripcijennabuòky,kteréjsouschop-
(obr. è.l) (7): ny tento promotor aktivovat. Orgánovì nebo nádorovì speci-
1. Uchycení na buòce a následný prùnik do hostitelské buòky fické promotory tak umožní replikaci viru jen na urèité cílové
(endocytóza), pøi kterém se virus zbaví obalu chránícího jeho tkánì. Napøíklad vložený CEA (carcinom embryonální anti-
genom. gen) èi AFP (alfa fetoprotein) jako promotor pøed ElA oblast
2. Zablokování syntézy bunìèných proteinù hostitelské buò- umožòuje transkripci této èásti virového genomu, a tím repli-
ky a zamezení v její apoptóze. kaci viru jen v buòkách, které mají CEA èi AFP (14,15). Vlo-
3. Replikace virové DNA. žením více promotoru pak lze tuto specifitu dále zvyšovat. Jako
4..Syntéza nových virových proteinù. Novì tvoøené virové pro- pøíklad lze uvést použití albuminu a AFP jako promotoru, kte-
te~ny jsou buï budoucí èásti nových virionù (strukturální pro- ré omezí replikaci jen na nádory vzniklé z hepatocytù a již
temy), nebo plní funkce enzymù èi regulátoru v metabolizmu nezasáhnou další AFP pozitivní buòky (14).
hostitelské buòky a pøi replikaci viru (nestrukturální proteiny). Druhou strategií, vedoucí k selektivní replikaci, je odstranì-
5. Nahromadìní virionù (dceøinných virových èástic) v hos- ní èi zablokování genù dùležitých pro replikaci viru v nor-
titelské buòce. málních buòkách, které ale neovlivòují jeho množení v nádo-
6: Pøípadná smrt hostitelské buòky a postupné uvolnìní nových rových buòkách. K úspìšné replikaci musí virus v hostitelské
viru. . buòce inaktivovat urèité proteiny, jako p53 èi pRb (protein
Jeden replikaèní cyklus u adenoviru trvá pøibližnì 8 hodin. retinoblastom). Oba tyto proteiny patøí mezi dùležité regulá-
Podle doby exprese adenovirových genù, které kódují mRNA tory bunìèného cyklu, ale také brání ve virové replikaci.
a.pr?~einy, se tyto ~eny dì~í na èasné a pozdní. Hranicí mezi V mnohých nádorových buòkách však tyto proteiny nejsou
lllmlje zaèátek repllkace vlrové DNA. Casné geny (E - early) pøítomné, nebo•jsou pøi karcinogenezi inaktivovány (16,17).
jsou exprimované ještì pøed zapoèetím transkripce virové Napøíklad delece èi mutace p53 byla identifikována zhruba
DNA, zatímco pozdní (L - late) až po zaèátku její transkripce u 50 % všech tumoru, vèetnì tumoru jater (18,19). Protein p53
(obr. è.2). Regulace transkripce jednotlivých genových sku- je odpovìdný za kontrolu integrity genomu (20). Porucha ve
pin je kaskádová. Proteinové produkty jedné genové skupiny struktuøe DNA vede k produkci proteinu p53. Jeho zvýšená
aktivují transkripci další oblasti. Transkripce èasných genù El- koncentrace pak vede buï k pozastavení bunìèného cyklu
E4 je navíc regulována promotory. To znamená, že teprve akti- bìhem nìhož je porucha DNA opravena, anebo k apoptóze
vace promotoru umožòuje pøepis urèité oblasti genomu. Pro- (bunìèná smrt), pokud je porucha DNA vìtší a buòka ji nedo-
teiny vzníkající transkripcí virového genomu lze rozdìlit na vede opravit. Jednoduše øeèeno protein p53 má roli urèité
strukturálníanestrukturální.Strukturálníjsoupoužityk vytvo- záchranné brzdy ve vztahu ke vzniku genetických mutací,
øení nových virionù. Nestrukturální mají dùležitou roli ve vzá- a tím ke vzniku nádorù. U viry infikovaných bunìk pak p53
jemné interakci mezi virem a hostitelskou buòkou, v níž inak- dokáže bránit virové replikaci. Adenovirus produkuje poly-
tivují proteiny, které by bránily ve virové replikaci. Mezi tyto peptid, který p53 váže a inaktivuje. Tím je umožnìna repli-
~unìèné proteiny, které virus bìhem svého množení inaktivu- kace adenoviru v hostitelské buòce. Tento polypeptid má
je, patøí napøíklad p53 a pRb. molekulovou váhu 55000 a je zakódován v ElB oblasti
Na usmrcení nádorové buòky napadené onkolytickým virem adenovirového genomu. Adenovirus s chybìjícími geny
se podílí nìkolikmechanizmù. Jedním z níchjeprodukce cyto- v ElB oblasti, pozdìji nazvaný d11520, byl vyvinut k léèbì
toxických proteinù, které virus produkuje na konci svého rep- nádorù s poruchou p53 (16). Teoreticky pak tento virus není
likaèního cyklu. Jde o E3-ll ,6 smrtící protein a E40RF4 pro- schopen vyvázat p53, a proto se nemùže množit v buòkách
tein (7,8). Odstranìní genù, které kódují výše uvedené s funkèním p53. Naopak v buòkách s porušeným p53 se ten-
cytotoxické proteiny, oddálí smrt infikovaných bunìk. Dalším to virus mùže normálnì replikovat a napadené buòky nièit.
mechanizmemje navození vysoké senzitivity hostitelské buò- Jak již bylo uvedeno, porucha p53 je pøítomna zhruba u 50 %
ky na tumor nekrotizující faktor, který pak mùže pùsobit její všech nádoru, vèetnì nádoru jater. Obdobnì lze využít i jiný
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hlavním mechanizmem nièení nádorù, a nikoliv imunitní reak - tomnost adenoviru v bunìèné cytoplazmì v okolí jadérka a také
ce organizmu (28). Další studie zjistila, že tvorba virionù prokázalo bunìènou smrt zpùsobenou virovou infekcí. Kli-
mutantu rRp450 je v buòkách hepatocelulárního karcinomu nická studie 2. fáze zjistila dobrou toleranci kombinace dl1520
103-104 vìtší než v infikovaných normálních hepatocytech. s chemoterapeutikem 5-fluorouracilem. Oba preparáty byly
Tato efektivnìjší replikace je pak spojena s velkou redukcí podávány cestou hepatické artérie sedmi pacientùm s kolo-
hepatocelulárních tumorù laboratorních zvíøat už i po jedné rektálnímijaterními metastázarni. Po tøech mìsících mìljeden
intravaskulární aplikaci (29). z tìchto pacientù progresi jaterního onemocnìní, u ostatních

šesti pacientù byl CT a klinický nález nemìnný. Zlepšení však
Adenoviry nebylo prokázáno u žádného z tìchto nemocných (32,33).
Adenoviry jsou lidské patogeny s afinitou k epiteliálním buò-
kám, ze kterých vzniká vìtšina nádorù. Jsou to DNA viry Závìr
s dvojitým øetìzcem DNA, které se stejnì jako herpes viry Geneticky upravené replikace neschopné viry jsou jako nosi-
neintegrují do genomu hostitelské buòky, a proto exprese jejich èe terapeutických genù v genové léèbì nádorù používány již
genových produktù není trvalá. Vyjmutí nìkterých èasných delší dobu. Novì jsou dnes testovány replikace schopné viry,
genù v genomu adenoviru zabrání jejich replikaci v urèitých, nebo• jejich replikace uvnitø nádorových bunìk mùže zpùso-
napøíklad nenádorových buòkách, jak již bylo uvedeno. bovat znièení tìchto napadených bunìk. Tyto onkolytické viry
V roce 1996 Bischoff a kol. pøedstavili E1B-deficientní ade- jsou upravovány k selektivnímu napadení a efektivnìjšímu
novirus (16,30). Protinádorový efekt tohoto E1B deficientní- nièení nádorových bunìk. Po pøímé aplikaci do nádorù byl
ho adenoviru byl in vivo zkoumán na subkutánnì vytvoøených preklinicky i klinicky zjištìn pøíznivý vliv na destrukci celé
nádorech u SCID myší. Bylo dosaženo signifikantího zpoma- øady solidních nádorù, vèetnì jaterních. Jelikož je možné a již
lení rùstu Hep3B xenograftù (Hep3B je bunìèná linie hepato- i ovìøené i systémové podání onkolytických virù, napøíklad
celulárního karcinomu s chybìjícím p53). Xenografty vytvo- nitrožilnì, mùže být jejich pøedností pùsobení nejen na solid-
øené z HepG2 (bunìèná linie hepatocelulárního karcinomu ní nádory, ale i nièení nádorové diseminace. Pro dosažení vìt-
s wild-typep53) potøebovaly ke svéregresi vìtších dávek toho- ší efektivity a snížení celkové toxicity onkolytických virùjsou
to onkolytického adenoviru (31). To zapadá do teorie pùsobe- intenzívnì zkoumány zejména oblasti jejich pøežívání v krev-
ní E1B mutovaného adenoviru, které je zprostøedkováno ním obìhu, cílené napadení jen nádorových bunìk, selektivní
nemožností vyvázat p53 v hostitelských buòkách. množení v tìchto buòkách, laterální šíøení z jedné nádorové

buòky na druhou a interakce s imunitním systémem, který pak
Klinické studie s EIB-deficientním adenovirem mùže potencovat jejich úèinnost. Klinicky bylo potvrzeno, že
Studie s E1B-deficientním rekombinovaným adenovirem nízké dávky tìchto virù jsou bezpeèné a úèinné. V souèasnos-
(dl1520) byla provedena na 16 pacientech s cílem stanovení ti probíhá nìkolik klinických studií navržených k léèbì jater-
toxicity a efektivity (32,33). V klinické studii 1. fáze byl ade- ních nádorù. V blízké budoucnosti budou pravdìpodobnì
novirus podán pøímo intratumorálnì u pacientù s hepatocelu- onkolytické viry nejdøíve používány v kombinaci s chemote-
lárními nádory a pomocí arteriálního portu èi intravenóznì rapeutiky nebo k potencování jiných metod genové léèby.
u pacientù s kolorektálními jaterními metastázami. Podaná
dávka byla dobøe tolerováno až do dávky 3xlOll pfu. Elek- Tento èlánek byl èásteènì podporován výzkumným zámì-
tronrnikroskopické vyšetøení nádorových tkání prokázalo pøí- rem MSM 151100002.
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