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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Ligand czynnika martwicy nowotworu indukujacy apoptoze (TRAIL) selektywnie wzbudza
$mieré komodrek nowotworowych w wyniku zewnatrzpochodnej apoptozy.

W podjetych dotad przedklinicznych prébach terapii genowej dokonano wirusowego transfe-
ru genu TRAIL do komérek raka gruczotu krokowego, pecherza, sutka, nerki, watroby, a takze
niedrobnokomérkowego raka ptuca i glejaka. Wykazano intensywna apoptoze komérek doce-
lowych in vitro. W licznych badaniach do$§wiadczalnych stwierdzono regresje lub remisje cho-
roby. W przeciwiefistwie do chemioterapii, wirusowy transfer TRAIL nie wykazywat dziatan
niepozadanych. Obiecujace wyniki terapii z uzyciem transgenu TRAIL obserwowano w reu-
matoidalnym zapaleniu stawdw i cukrzycy typu 1.

Wektory adenowirusowe (AdV) kodujace TRAIL wydaja sie najbardziej obiecujace w przeciw-
nowotworowej terapii genowej. Poddano je licznym modyfikacjom, zwiekszajac wydajno$é
transfekgji i ekspresji transgenu w komérkach docelowych.

Jak dotad, przeprowadzono jedno badanie kliniczne I fazy. U chorych z rakiem gruczotu kro-
kowego podanie do guza AdV kodujacego transgen TRAIL powodowato miejscowa reakcje za-
palna i apoptoze komdrek raka.

TRAIL - transfer wirusowy - apoptoza - adenowirus - rak

Summary

Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) selectively induces carcino-
ma cell death through the extrinsic pathway of apoptosis.

Preclinical trials of gene therapy have been conducted using viral transfer of the TRAIL trans-
gene into prostate, bladder, breast, kidney, liver, non-small cell lung cancer and also gliobla-
stoma cells. Experiments in vitro demonstrated the extensive apoptosis of target cells as well
as frequent disease regression or remission. TRAIL transfer did not show any side effects, op-
posite to chemotherapy. Encouraging results of TRAIL-related gene therapy were observed in
rheumatoid arthritis and type 1 diabetes.

Adenoviral vectors (AdV) encoding TRAIL are the most promising tool in anti-tumor thera-
py. They have undergone numerous modifications by increasing transfection efficiency and
transgene expression in target cells.
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However, only one clinical phase I trial has been performed. AdV encoding the TRAIL trans-
gene caused local inflammation and apoptosis in patients with prostate cancer.
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-serotyp 2, 5,35 adenowirusa; AdV - wektor adenowirusowy (adenoviral vector); Apo2L - apoptosis
ligand 2; Bax - biatko proapoptotyczne podrodziny Bax (Bcl-2-associated protein X); Bcl-2 - rodzina
endogennych biatkowych regulatoréw apoptozy (B-cell leukemia/lymphoma-2); Bel-XL - inhibito-
rowe biatko apoptozy (B-cell ymphoma-extra large); BID - aktywatorowe biatko proapoptotyczne
podrodziny BH3-only (BH3 interacting domain death antagonist); B-NHL - nieziarniczy chtoniak
z komérek B (B-cell non-Hodgkin's lymphoma); CAR - coxsackie adenovirus receptor; cDNA - se-
kwencja kodujaca DNA (coding DNA sequence); cFLIP - biatko antyapoptotyczne, hamuje kaspaze
8 (cellular FLICE (FADD-like IL-13-converting enzyme)-inhibitory protein); CpG - niemetylowane
sekwencje DNA ztozone z oligonukleotydu cytozyno-guaninowego (cytosine-phosphate-guanine);
DcR - receptor putapkowy (decoy receptor); DD - domena $mierci (death domain); DED - wykonaw-
cza domena smierci (death execution domain); DISC - kompleks sygnalizacyjny indukujacy $mier¢
komorki (death-inducing signaling complex); DR - receptory smierci (death receptor); EGFR - receptor
naskorkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor receptor); FADD - biatko adaptorowe-
-domena $mierci sprzezona z Fas (Fas-Associated Death Domain protein); FasL - ligand Fas; FL - gen
reporterowy lucyferazy (firefly luciferase); GBM - glejak wielopostaciowy (glioblastoma multiforme);
hTERT - odwrotna transkryptaza ludzkiej telomerazy (human telomerase reversed transcriptase);
MMP - metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (matrix metalloproteinases); NOD - mysi
model cukrzycy typu 1 (non-obese diabetic); NSCLC - niedrobnokomodrkowy rak ptuca (non-small
cell lung cancer); SCID - wrodzony defekt odpornosci (severe combined immunodeficiency); shRNA
- krétkie RNA o strukturze spinki do wioséw (short hairpin RNA); siRNA - mate interferujace czasteczki
RNA (small interfering RNA); SMAC - biatko proapoptotyczne, wtérny mitochondrialny aktywator
kaspazy (second mitochondrial activator of caspase); STRAIL - postac rozpuszczalna TRAIL (soluble
TRAIL); stTRAIL - trimeryczna postac rozpuszczalna (soluble trimeric TRAIL); TIMP-1 - tkankowy
inhibitor metaloproteinaz-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases-1); TNF - czynnik martwicy nowo-
tworu (tumor necrosis factor); TNFa- czynnik martwicy nowotworu alfa (tumor necrosis factor alfa);
TRAIL - ligand czynnika martwicy nowotowru indukujgcego apoptoze (tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand); TRAIL-R - receptor TRAIL (TRAIL-receptor).

TRAIL 1 ProcES APOPTOZY

Czasteczka TRAIL (ligand czynnika martwicy nowotworu
indukujacy apoptoze, tumor necrosis factor related-apop-
tosis inducing ligand), znana takze jako Apo2L (apoptosis
ligand 2), zostata odkryta i opisana w latach 1995-1996
przez dwa niezalezne zespoty [37,62]. 0d tego czasu TRAIL
stat sie potencjalnym celem terapii proapoptotycznych.

TRAIL nalezy do nadrodziny czasteczek TNF (tumor ne-
crosis factor) [62]. Wystepuje w postaci rozpuszczal-

nej - sTRAIL (soluble TRAIL) oraz jako czasteczka po-
wierzchniowa komdrek czynnych immunologicznie
m.in. limfocytéw T, komérek NK, makrofagéw, neutro-
filéw, komérek dendrytycznych [52]. Ekspresje TRAIL
wykazano w tkankach, takich jak watroba, ptuca, nerki,
tozysko, §ledziona, wezty chtonne [34]. Podstawowg rolg
TRAIL w warunkach fizjologicznych jest nadzér immu-
nologiczny i udziat w zapobieganiu powstania i rozprze-
strzeniania sie zmian nowotworowych [16,31]. Wydaje
sie, ze najwazniejsza cechg TRAIL jest zdolno$¢ do se-
lektywnej indukcji apoptozy komérek nowotworowych
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bez wywotania cytotoksycznego dziatania w komérkach
prawidtowych [3].

Ze wzgledu na $cisle proapoptotyczny charakter dziata-
nia czynnika TRAIL, trzeba w tym miejscu zrekapitulowad
podstawowe wiadomo$ci dotyczace apoptozy. W uprosz-
czeniu jest to odmiana zaprogramowanej $mierci komérki
kontrolowana przez aparat genetyczny, zalezna od do-
stawy energii (ATP) i nieindukujaca miejscowego odczy-
nu zapalnego. Jest kilka mechanizméw uruchamiajacych
apoptoze, wéréd nich zwlaszcza szlaki zewnatrzpochodny
(receptorowy) i wewnatrzpochodny (mitochondrialny).
W obu zachodzi uruchomienie kaskady enzyméw pod-
stawowych dla $mierci komdrki, znanych jako kaspazy
[26,46]. Mechanizmem spustowym szlaku receptorowego
jest wlasdnie przytaczenie sie do powierzchniowego re-
ceptora $mierci - jego liganda. Najbardziej znane ligan-
dy $mierci to: FasL i czynnik martwicy nowotworu alfa
(TNF-a). Kazdy z ligandéw ma swoiste dla siebie recep-
tory, a takze biatka adaptorowe posredniczace w aktywa-
cji kaspazy-8, pierwszego enzymu kaskady aktywowanej
receptorowo. Ponadto istnieje mozliwo$¢ pobocznego
wzmocnienia procesu apoptozy przez czynniki $ciezki
receptorowej: aktywna kaspaza-8 katalizuje czynnik BID,
ktéry uruchamia wéwczas szlak mitochondrialny [26,46].

TRAIL jest wlasnie typowym ligandem szlaku receptoro-
wego. Dziala przez zwiazanie swoistych receptoréw po-
wierzchniowych umiejscowionych na komérkach docelo-
wych. Rozpoznaje 5 typdw receptoréw i od tego, z ktérym
sie zwigze, zalezg dalsze losy komdrki [64]. Apoptoze wy-
wotuje przytaczenie sie do swoistych dla TRAIL receptoréw
$mierci (DR, death receptor): TRAIL-R1 (DR4) i TRAIL-R2
(DR5) [13,64]. Skutek biologiczny wywotany przytaczeniem
TRAIL do receptora (DR4 lub DR5) jest najmocniejszy, gdy
ligand dziata jako homologiczny trimer, co prowadzi do
jednoczesnej trimeryzacji receptora. Wowczas zachodzg
zmiany konformacyjne DR4 i DR5. Jedna z wewnatrzko-
moérkowych domen receptora, tzw. domena $mierci (DD,
death domain), rozpoznaje homologiczny motyw domen
DD wiasciwego biatka adaptorowego [45]. Jest nim czynnik
FADD (fas-associated death domain protein). Nastepuje di-
meryzacja tzw. wykonawczej domeny $mierci (DED, death
execution domain) miedzy czasteczka FADD, a prokaspa-
z3-8. Powstaje zespét biatek znany jako DISC (death-indu-
cing signaling complex), obejmujacy m.in. prokaspaze-8
(lub -10) i FADD. Jego gtéwna rola polega na autokatalizie
i aktywacji prokaspazy-8. Aktywna kaspaza-8 uruchamia
kaspazy efektorowe -3 (i -7). Antagonistycznie dziatajacym,
nieaktywnym homologiem kaspazy-8, stuzacym komérce
do ewentualnego hamowania szlaku zewnatrzpochodnego
jest biatko cFLIP (cellular FLICE (FADD-like IL-1B-converting
enzyme)-inhibitory protein). Konkuruje ono o wigzanie
FADD z kaspaza-8 [26,38,49].

Oprécz receptoréw $mierci DR4 i DR5, na btonie komérek
docelowych obecne moga by¢ takze swoiste dla TRAIL
receptory ,,putapkowe” - DcR (decoy receptors): TRA-
IL-R3 (DcR1) i TRAIL-R4 (DcR2). Nie tylko nie indukuja
procesu apoptozy, lecz hamujg go, rywalizujac o ligand

z wladciwymi receptorami $mierci. Tym samym moga
zabezpiecza¢ komérke przed $miercig, a nawet promowaé
proliferacje. Podobna role pelni osteoprotegryna (OPG),
wydzielana do $rodowiska komdrki jako rozpuszczalny
receptor TRAIL [27,64].

Doktadne mechanizmy molekularne selektywnej apopto-
zy indukowanej przez TRAIL nie s3 w pelni zrozumiate. Na
przyktad badania in vitro i in vivo wskazuja na zréznicowa-
ng i niejednorodna podatno$¢ komdrek nowotworowych
na apoptoze wzbudzana przez ten czynnik. Przyjmuje sie,
ze znaczny odsetek badanych typédw komérek nowotwo-
rowych nie jest podatny na jego dziatanie [1,13,22]. Opor-
no$¢ komdrek nowotworowych na dziatanie TRAIL moze
dotyczy¢ wielu punktéw szlaku apoptozy. Wynika np.
zmutacji genéw DR, réznic w ich ekspresji powierzchnio-
wej, liczby konkurujacych z nimi receptoréw ,,putapko-
wych” i obecno$ci wielu innych wewnatrzkomérkowych
biatek pro- i antyapoptotycznych [13,16,36].

Mimo to wskazuje sie, ze TRAIL moze by¢ obiecujacym na-
rzedziem terapii genowej w chorobach nowotworowych.
Zastosowanie TRAIL w onkologii wpisuje sie w zaleca-
ny, spersonalizowany sposdb leczenia, oparty na profilu
molekularnym choroby. Rozwdj terapii genowej i gene-
tyki przyczynia sie do tworzenia nowych lekéw skiero-
wanych przeciw konkretnym czgsteczkom powierzchnio-
wym nowotworéw. W grupie tej mieéci sie poszukiwanie
nowych i doskonalenie juz stosowanych technik genote-
rapii, wykorzystujacych czynnik TRAIL. W jednym przy-
padku oceniono skuteczno$é odpowiedniej terapii w ba-
daniu klinicznym. Wiekszo$¢ prowadzonych badari ma na
celu pokonanie oporno$ci komérek nowotworowych na
apoptoze indukowang przez TRAIL. Ponadto czynnik ten
sprébowano niedawno uzy¢ m.in. w leczeniu cukrzycy
typu 11ijej powiktari [6,19,41].

TERAPIA GENOWA

Terapia genowa polega na wprowadzeniu materiatu ge-
netycznego do komérek ludzkich w celu uzyskania istot-
nego dzialania terapeutycznego (wyleczenia lub poprawy
stanu chorego). W czeéci przypadkéw materiat zawiera
sekwencje kodujace (technika suplementacyjna), w in-
nych - hamujace czynno$¢ niepozadanych gendw (tech-
nika supresyjna) [51]. Przewazajaca wiekszo$¢ opisanych
nizej badan zalicza sie do pierwszej z nich (suplementa-
cja transgenu TRAIL). Wyjatkiem byly do$wiadczenia,
w ktérych w tym samym wektorze, oprécz transgenu
TRAIL, zastosowano sekwencje kodujace mate interferu-
jace czasteczki RNA (siRNA, small interfering RNA) oraz
RNA o strukturze spinki do wtoséw, stanowiagce przyktad
techniki supresyjnej [25,73].

Istnieje wiele sposobéw wprowadzania genéw do komé-
rek, czyli tzw. transfekcji (w przypadku wektoréw wiru-
sowych uzywa sie tez terminu transdukgcji). Odbywa sie
najczesciej za pomoca odpowiednio skonstruowanych
no$nikdéw, czyli wektoréw. Sg nimi: 1) zmodyfikowane
wirusy, w tym retro-, lenti- i adenowirusy, wirusy ade-
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Ryc. 1. Zewnatrzpochodny szlak apoptozy indukowany TRAIL. Na schemacie przedstawiono homologiczny trimer TRAIL; przedstawiono obecny na powierzchni
komorki ukfadu immunologicznego oraz w postaci rozpuszczalnej (niezwiazanej z komérka). Po przytaczeniu liganda zachodza zmiany konformacyjne
zewnatrzkomérkowych domen receptoréw Smierci DR4 i DRS5. Wewnatrzkomdrkowa domena Smierci DD rozpoznaje homologiczny motyw domeny DD
biatka adaptorowego FADD. Nastepnie dochodzi do dimeryzacji wykonawczych domen $mierci DED czasteczki FADD z prokaspaza-8 i powstaje zespét biatek
DISC (death-inducing signaling complex). W obrebie DISC zachodzi aktywacja kaspazy-8, ktéra nastepnie uruchamia kaspazy efektorowe -3 i-7. cFLIP jest
antagonistycznie dziatajacym, nieaktywnym homologiem kaspazy-8, konkurujacym z nig o wiazanie FADD (stuzy komdrce do ewentualnego hamowania
szlaku zewnatrzpochodnego)
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Tabela 1. Zalety i wady najczesciej stosowanych wektoréw wirusowych w terapii genowej

Wektory Zalety

Wady

Adenowirusowe

wysoki poziom ekspresji transgenu; wydajna transdukcja
invivo i ex vivo komérek dzielacych sie i niedzielacych sie

brak integracji z genomem gospodarza i krétkotrwata
ekspresja transgenu; silna immunogennos¢

wydajna transdukdja in vivo komérek dzielacych sie
i niedzielacych sig; integracja z genomem gospodarza

Adenosatelitarne

niewielka pojemnos¢; niska wydajno$¢ uzyskiwania
wektora

i dtugotrwata ekspresja transgenu; niewielka immunogennos¢

integracja z genomem gospodarza i dfugotrwata,

gtownie transdukcja ex vivo; ograniczenie do infekowania

Retrowirusowe stabilna ekspresja transgenu komorek dZ|eI.qc¥ch sie (gﬁmma-ret.rownusy.); ryzyko
wystapienia mutagji (losowa integracja)
aktywne przechodzenie do jadra komérkowego i transdukcja
Lentiwirusowe komdrek niedzielacych sie; duza wydajnosc transdukji niskie miano preparatéw wirusa

komérek macierzystych szpiku

nosatelitarne i wirusy opryszczki; 2) plazmidy; 3) no$niki
niewirusowe np. lipidy i liposomy kationowe [20]. Z wiru-
séw sg usuwane geny odpowiedzialne za ich wirulencje.
Powstaje wolne miejsce, ktére mozna wykorzysta¢ do
heterologicznej rekombinacji sekwencji leczniczej. Jesli
koduje biatko (jak to sie odbywa w do$wiadczeniach opi-
sanych w niniejszej pracy), nazywa sie transgenem (zwy-
kle nie jest to pelna sekwencja genu, lecz cDNA) [18,51].

Genoterapie mozna stosowac in vivo lub ex vivo. Metoda
in vivo polega na podaniu terapeutycznego genu bezpo-
$rednio do organizmu chorego. Na ogét wykorzystuje sie
wtasnie wektory wirusowe, niekiedy liposomy kationo-
we. W metodzie ex vivo komérki pobiera sie z organizmu
chorego, hoduije je in vitro, wprowadza swoiste sekwencje,
a po selekgji transfekowanych komérek ponownie podaje
choremu [8,20,51].

Istota prawidtowo zaplanowanej terapii genowej spro-
wadza sie wiec do: 1) zaprojektowania sekwencji tera-
peutycznej (np. transgenu), 2) wybrania optymalnego
wektora, 3) opracowania najlepszej techniki transfekeji
oraz 4) trafnego doboru komérek docelowych.

W onkologicznej terapii genowej stosuje sie m.in. gene-
tyczng modyfikacje komérek raka przez wyciszanie eks-
presji zmutowanego, nadaktywnego onkogenu (wspo-
mniana wyzej technika supresyjna), wprowadzanie
prawidtowej kopii brakujacego lub nieczynnego genu
(zwykle supresora onkogenezy), a takze dodatkowych
kopii genéw kodujacych , lecznicze” biatka (np. cytokiny
aktywujgce miejscowo uktad immunologiczny). Coraz cze-
$ciej wykorzystuje sie terapie antyangiogenna, genetycz-
ng immunoterapie oraz wzbudzanie zaprogramowanej
$mierci komérek nowotworowych - jest to tzw. terapia
proapoptotyczna [11,53]. Wiasnie czgsteczka TRAIL jest
narzedziem terapii proapoptotycznej, gdyz pozwala na
wybidrczg indukcje apoptozy w komérkach nowotworu

bez cytotoksycznego dziatania na tkanki prawidtowe. Jest
to mozliwe dzieki temu, ze syntetyzowany przez komérke
nowotworowa TRAIL moze sie przytaczyé do receptora
$mierci tej samej komérki i wywotad jej apoptoze, niejako
w mechanizmie autokrynnym [12,40,62].

Genoterapia moze stanowi¢ zaréwno alternatywe jak
i uzupetnienie standardowego leczenia onkologicznego
- w tym drugim przypadku zwieksza jego skutecznosé.
Skuteczno$¢ chemioterapii jest ograniczona lekoopor-
noscia nowotwordw [21,40,65]. Z tych wzgledéw tera-
pia i immunoterapia genowa sa atrakcyjng alternatywa
w onkologii.

W pracy przedstawiono najwazniejsze przyktady zasto-
sowania czasteczki TRAIL w wybranych chorobach. Pod-
sumowuje dotychczasowe dokonania i perspektywy sto-
sowania TRAIL w genoterapii.

TRAIL w poSWIADCZALNE TERAPII GENOWEJ

W wielu pracach do$wiadczalnych z zastosowaniem TRAIL
wskazano na jego skuteczno$¢ w hamowaniu wzrostu i po-
tencjatu inwazyjnego nowotworu przy jednoczesnym bra-
ku istotnych dziataf niepozadanych [17,23,35,42,61,70].
Jako nos$niki dla TRAIL w terapii genowej stosuje sie
m.in. (opisywane nizej) adenowirusy, retrowirusy, lenti-
wirusy, a takze komdrki macierzyste [4] i elektroporacje
[33]. Skoncentrowano sie na opisie badari wykorzystu-
jacych transfer wirusowy. Technika ta jest szczegdlnie
obiecujaca, gdyz wirusy, niezdolne do replikacji poza-
komoérkowej, niejako ,,profesjonalnie” infekuja komérki
gospodarza. Z powodzeniem zostaly wiec wykorzystane
w charakterze no$nikéw do przenoszenia genéw [56,71].
Kazdy z wspominanych w pracy wektoréw wirusowych
ma zalety i wady, w zaleznosci od typu komdérek docelo-
wych i zdolno$ci do wydajnej, statej lub czasowej ekspresji
transgenu [8] (tab.1).
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Wektory adenowirusowe (AdV adenoviral vector)

Sposréd wektoréw wirusowych kodujacych TRAIL, naj-
czedciej wykorzystuje sie adenowirusy (Ad adenovirus).
Charakteryzuja sie duza wydajnoscia transdukgji in vivo
oraz ex vivo zaréwno komorek dzielacych sie, jak i nie-
dzielgcych sie. Moga by¢ uzywane do transdukcji wielu
typ6w tkanek. Czesto stosuje sie je w prébach terapii prze-
ciwnowotworowej, gdyz umozliwiajg uzyskanie prepara-
téw o wysokiej ekspresji transgenu (ma to znaczenie np.
w technice tzw. szczepionek DNA). Jest to jednak zjawisko
krétkotrwate, poniewaz wirusy te nie integruja sie z ge-
nomem gospodarza i komdrki szybko sie ich pozbywaja.
Dotad zidentyfikowano 51 serotypéw adenowiruséw. Naj-
doktadniej opisano Ad2 oraz Ad5 i to one sg wykorzysty-
wane najczesciej do konstrukeji AdV [8,47].

Pierwszy raz uzyto wektor adenowirusowy do indukcji
apoptozy komdrek nowotworowych przez TRAIL w 2000 1.
Griffith i wsp. zastosowali wektor Ad5 zawierajacy jako
transgen cDNA dla TRAIL (Ad5-TRAIL) pod kontrolg promo-
tora ludzkiego cytomegalowirusa (pCMV). Alternatywnie
postuzono sie rekombinowanym, rozpuszczalnym biatkiem
TRAIL. Transdukcji poddano ludzkie linie komérkowe: raka
gruczotu krokowego (PC-3), czerniaka (WM 164, WM 793),
raka gruczotowego sutka (MDA 231), raka pecherza (RT-4)
i linie prawidtowych komdrek nabtonka stercza (PrEC).
Dowiedziono, ze apoptozie w znaczacym odsetku ulegly
komdérki wiekszo$ci linii nowotworowych, z wyjatkiem linii
czerniaka WM 164, ktéra okazala sie oporna na apoptoze
indukowang przez TRAIL. Co wazne, apoptoza nie wystapita
w nienowotworowej linii PrEC. Wyniki wykazaly, ze wpro-
wadzenie wektora adenowirusowego kodujgcego transgen
TRAIL do komdrek nowotworowych wrazliwych na apop-
toze mediowana przez ten czynnik, nasila jego synteze
i powoduje $mieré komdrek [9].

Doniesienia te stanowity punkt wyjscia do dalszych badan
zuzyciem AdV kodujacych TRAIL jako narzedzia genote-
rapii nowotwordw in vivo. Griffith i Broghammer potwier-
dzili w 2001 r. skuteczno$é nosnika Ad5-TRAIL jako inhibi-
tora wzrostu komdrek raka gruczotu krokowego. Myszom
CB.17 (z wrodzonym defektem odpornosci, SCID, severe
combined immunodeficiency) wszczepiono podskdrnie
ludzkiego raka stercza ALVA 31 i raka pecherza RT-4. Na-
stepnie bezposrednio w miejsce implantu wstrzykiwano
wektor Ad5-TRAIL. Dochodzito do zahamowania wzrostu
obu typéw raka; badania histopatologiczne tkanki nowo-
tworowej wykonane po 24 godzinach wykazaty rozlegte
obszary apoptozy. U jednego z siedmiu zwierzat wystapita
catkowita regresja choroby. Wykazano, ze wektor Ad5-
-TRAIL moze dziata¢ dwutorowo: bezpo$rednio zakazaé
komérki guza powodujac ich apoptoze oraz transdukowaé
oporne na TRAIL prawidtowe komérki nabtonka stercza,
ktdre nastepnie zabijaja sasiednie, wrazliwe komdrki raka.
Obserwacja wydaje sie szczegdlnie wazna, gdyz do tego
czasu skuteczno$¢ genoterapii z uzyciem pojedyncze-
go transgenu w podobnych modelach do§wiadczalnych
ograniczata sie wylacznie do transdukowanych komérek
nowotworowych. Po jednorazowym podaniu wektora ob-

serwowano wzglednie dtugotrwalg (do 7 dni) i wysoka
ekspresje TRAIL [10].

Dziatanie wektoréw Ad-TRAIL oceniono w innych mode-
lach nowotworéw zto$liwych [2,14,15]. VanOosten i wsp.
w 2007 r. zauwazyli, Ze zastosowanie terapii Ad-TRAIL
zjednoczesnym podaniem oligonukleotydéw CpG sprzyja
regresji nowotworu i wydtuza zycie myszy z rakiem nerki.
Uzycie nukleotydéw CpG prowadzito do generacji pamie-
ci immunologicznej, znamiennie ograniczajac czesto$¢
wznowy raka u zwierzat do$wiadczalnych [55].

Kim i wsp. badali in vitro réznice w skutecznosci prze-
ciwnowotworowego dziatania wektora adenowirusowego
Ad-pSurvivin-TSTA-TRAIL-FL w zalezno$ci od warunkéw
doswiadczenia. Wekimtor eksprymujacy TRAIL i gen re-
porterowy lucyferazy FL (firefly luciferase), zawierajacy
promotor genu surwiwiny oraz TSTA (dwukierunkowy
system zwiekszajacy aktywno$¢ transkrypcyjng promo-
tora) uzyto do eliminacji komérek raka watroby szczura
linii MCA-RH7777. Zwierzetom z wszczepionym rakiem
podawano wektor dozylnie lub wprost do guza. Ta druga
technika okazata sie skuteczniejsza [24].

W 2013 r. Yuan i wsp. uzyli wektor adenowirusowy ko-
dujacy rozpuszczalng trimeryczng postaé TRAIL (stTRA-
IL, soluble trimeric TRAIL). Transgen znajdowat sie pod
kontrola promotora genu CD20, markera nieziarniczego
chioniaka z komérek B (B-NHL). W praktyce klinicznej
stosuje sie rituksymab, humanizowane przeciwciato anty-
-CD20, jednak wielu chorych z B-NHL wykazuje oporno$¢
na lek. W badaniu z rekombinowanym adenowirusem
AdP20-stTRAIL wykazano, ze stTRAIL wydzielany przez
transdukowane komérki linii BJAB (limfoblasty B) hamuje
ich wzrost in vitro oraz in vivo. Terapia genowa z uzyciem
Ad-stTRAIL moze sie wiec okazaé nowg skuteczna strate-
gig w B-NHL, a takze innych nowotworach [72].

Natomiast Wang i wsp. w 2012 r. podjeli prébe wzmoc-
nienia dziatania proapototycznego transgenu TRAIL, do-
taczajac do insertu wektora adenowirusowego ZD55 do-
datkowg sekwencje kodujaca linker IETD (aminokwasy:
Ile-Glu-Thr-Asp), za ktérg umiescili cDNA genu SMAC
(second mitochondrial activator of caspase), waznego
mediatora apoptozy w szlaku mitochondrialnym. Tak
rekombinowanym wektorem (ZD55-TRAIL-IETD-Smac)
transdukowano komérki ludzkich linii raka: watroby
(Huh-7, PLC, Bel-7404), ptuca (NCI-H460), szyjki macicy
(HeLa), jelita grubego (SW620), sutka (Bcap37), a takze
prawidtowe komérki watroby (1QSG-7701) i prawidlowe
ludzkie ptucne komdérki zarodkowe (WI-38). Tylko linie
nowotworowe ulegly masywnej apoptozie. U myszy szcze-
pu Balb/c z wszczepionym podskdrnie rakiem watroby
stwierdzono catkowitg regresje choroby po okoto 2,5 mie-
siecznej obserwacji od wstrzykniecia wektora do tkanki
guza. Nalezy podkresli¢, ze insert wektora ZD55 mozna
modyfikowaé taczac za pomoca opisanej wstawki (IETD)
sekwencje TRAIL z innymi genami, jak cDNA dla interleu-
kiny-24, ktéra indukuje ekspresje kaspazy-8, nasilajac tym
samym apoptoze komérek docelowych [57].
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Inny kierunek badan zaktada taczenie konwencjonalnej
chemioterapii z terapia genowa bazujacg na transdukcji
wektoréw kodujacych TRAIL. Mao i wsp. podjeli w 2014
r. prébe skojarzonej terapii wektorem adenowirusowym
ZD55-TRAIL i gemcytabing w linii raka pecherza moczo-
wego (T24). W badaniach in vitro i eksperymentach in vivo
u myszy wykazano duzg wydajno$¢ transdukeji, czego
dowodem byta nadekspresja TRAIL na powierzchni ko-
morek T24. Najwyzszy odsetek komérek apoptotycznych
wykazano w ramieniu do§wiadczenia, w ktérym taczono
genoterapie z gemcytabing [32].

Wychodzac z podobnych zalozeri, Xu z wsp. potaczyli te-
rapie wektorem adenowirusowym kodujacym TRAIL z 1)
przeciwciatem monoklonalnym cetuksymabem lub 2)
z drobnoczgsteczkowymi inhibitorami kinazy receptoro-
wej EGFR (epidermal growth factor receptor): gefitynibem
lub erlotynibem. Postuzyli sie liniami niedrobnokomdr-
kowego raka ptuca (NSCLC, non-small cell lung cancer):
H460, A549 SW1573. W poréwnaniu do monoterapii, jed-
noczesne podanie wektora oraz inhibitoréw EGFR silniej
hamowato proliferacje komdrek raka i zwiekszato czesto$é
ich apoptozy. Wykazano wzrost stezenia proapoptotycz-
nego biatka BAX i jednoczesny spadek aktywnosci onko-
genu, kinazy biatkowej B (PKB/Akt) in vitro. Natomiast
w warunkach in vivo genoterapia skojarzona z podaniem
cetuksymabu hamowata wzrost guza bez dziatai niepoza-
danych umyszy doswiadczalnych. Badaniem histopatolo-
gicznym, barwieniem technika TUNEL i aneksyng V wy-
kazano masywng apoptoze utkania nowotworowego [67].

W 2012 r. Zhang i wsp. w do$wiadczeniu z modelowymi
liniami ustalonymi komdrek NSCLC zastosowali wektor
adenowirusowy Ad5-TRAIL-siBcl2, umozliwiajacy koek-
spresje TRAIL oraz siRNA docelowo hamujacych ekspresje
antyapoptotycznego genu Bcl-2. Transdukcja Ad5-TRAIL-
-siBcl2 powodowata wzmozong apoptoze komdérek raka,
jednak nie wptywata na prawidtowe komérki ptuc (linii
WI-38). Nastepnie wykazano in vivo w modelu myszy SCID,
ze Ad5-TRAIL-siBcl2 powodowat regresje nowotworu zna-
miennie wyzsza od innych wektoréw (kodujacych poje-
dynczy gen leczniczy). Nasilone dziatanie przeciwnowo-
tworowe byto wiec wywotane jednoczesna inhibicja Bcl-2
i wysoka ekspresja TRAIL [73].

Poniewaz nie wszystkie komérki nowotworowe sg wraz-
liwe na apoptoze indukowang przez TRAIL, zmodyfiko-
wano dotychczasowe strategie. Wektory adenowiruso-
we wnikajg do komérek docelowych za posrednictwem
pierwszorzedowych receptoréw CAR (Coxsackie Adeno-
virus Receptor) i drugorzedowych receptoréw integryno-
wych, a poziom ekspresji obu typéw receptoréw decyduje
o efektywnosci transdukcji. Komérki, ktére nie maja bia-
tek powierzchniowych CAR (lub ich ekspresja jest niska),
trudno ulegaja transfekcji przez AdV [48]. Jacob i wsp.
zmodyfikowali wiec wektor inkorporujac motyw RGD
(Arg-Gly-Asp) wigzacy integryny. Do transdukcji wykorzy-
stano wektor adenowirusowy Ad-TRAIL-F-RGD kodujacy
TRAIL pod kontrolg promotora genu ludzkiej telomerazy
(hTERT), zwykle silnie aktywnej w komérkach nowotwo-

rowych. Dzialanie proapoptotyczne wektora zbadano w 5
liniach komérkowych ludzkiego raka jelita grubego: DLD1,
LOVO, SW620, CRM, L174T, kt6re cechowat brak znaczacej
powierzchniowej ekspresji CAR. Zastosowanie zmodyfiko-
wanego AdV wywotato zahamowanie proliferacji komérek
i wzrost odsetka komérek apoptotycznych [15].

Wektory adenowirusowe, ze wzgledu na silny swoisty
neurotropizm, znalazly takze zastosowanie w nowotwo-
rach mézgu. Wohlfahrt i wsp. wykorzystali wektor Ad5-
-Ad35.IR-E1A-TRAIL w przedklinicznych prébach terapii
glejaka wielopostaciowego (GBM tac. glioblastoma multi-
forme). Uzyli linii komérkowych U87, SF767 i T98G oraz
myszy SCID, ktérym wszczepiono glejaka. Wektor zmody-
fikowano przez inkorporacje biatek widkna wirusa Ad35
do kapsydu Ad5, co umozliwito preferencyjne taczenie sie
nos$nika z receptorami CD46 (ludzkie blonowe biatko regu-
lacyjne bedgce receptorem dla adenowirusa serotypu 35),
wystepujacymi licznie m.in. na powierzchni komérek gle-
jaka, w przeciwieistwie do receptora CAR (ktérego eks-
presja na komérkach GBM jest niewielka). Genom wektora
kodowat sekwencje: odwréconych powtérzed - IR (inver-
ted repeats), pretranskrypcyjne biatko E1A oraz TRAIL.
Umozliwiato to nowotworowoswoistg i wydajna replikacje
DNA wirusa oraz wzmacniato proapoptotyczne dziatanie
TRAIL. Wykazano in vitro, ze wektor skutecznie transdu-
kowat komérki GBM, a czesto$¢ apoptozy powodowana
przez TRAIL byla istotnie wyzsza niz po uzyciu wektoréw
kontrolnych, w tym niezawierajacych transgenu TRAIL.
W doswiadczeniach in vivo uzyskano znamienne zahamo-
wanie wzrostu guza po iniekcji Ad5-Ad35.1R-E1A-TRAIL
[63]. Terapie z wykorzystaniem wektoréw adenowiruso-
wych kodujacych TRAIL sa skuteczne nie tylko w choro-
bach nowotworowych. Yao i wsp. zbadali wptyw Ad-TRAIL
na rozrost btony maziowej w przebiegu reumatoidalnego
zapalenia stawéw (RZS). W kréliczym modelu tej choroby
wykazali, ze transfer Ad-TRAIL bezpo$rednio do stawu
indukowat apoptoze komdrek maziéwki (synowiocyty),
hamowat nacieki leukocytowe i stymulowat synteze biatek
chrzastki stawowej [68]. Podobne badanie przeprowadzit
zespét Terzioglu w liniach pierwotnych komdrek btony
maziowej stawu pobranych od o§miu chorych zRZS. Wy-
kazano, ze hodowane in vitro synowiocyty miaty wysoki
poziom ekspresji receptora putapkowego DcR2, ktéry ko-
relowat z opornoscia na apoptoze indukowana TRAIL. Ba-
dacze transfekowali oporne komérki maziéwki wektorem
Ad5-hTRAIL i dodatkowo wprowadzili do nich siRNA anty-
-DcR2. Indukowano apoptoze synowiocytéw [54]. Wyniki
wykazuja, ze terapia genowa moze stanowi¢ atrakcyjny,
bo nieinwazyjny mechanizm ograniczenia rozrostu blony
maziowej stawéw, hamujac ich niszczenie w RZS, a nawet
wykazujgc potencjat regeneracyjny.

Dirice i wsp. wyprébowali TRAIL jako wspomagajaca tera-
pie w cukrzycy typu 1, utatwiajacy przezycie allogenicz-
nego przeszczepu tkanki prawidtowych wysepek Langer-
hansa. W szczurzym modelu wykazali, ze nadekspresja
TRAIL w komdrkach przeszczepu przedtuza jego prze-
zycie. Potwierdzili to transdukujac wektorem Ad5-TRA-
IL szczurze allogeniczne wysepki trzustkowe i nastepnie
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wszczepiajac je pod torebke nerki chorych zwierzat. Czyn-
nos$¢ transplantu monitorowano, oznaczajgc mase ciata
i stezenie glukozy we krwi. Szczury z transdukowanym
przeszczepem utrzymywaly stata normoglikemie i opty-
malna mase ciala w poréwnaniu ze zwierzetami kontro-
Inymi (z przeszczepem wysepek nietransfekowanych).
Zdarzajace sie po przeszczepie ostre zapalenie trzustki
bylo mniej nasilone u zwierzat z przeszczepem transfe-
kowanych wysepek [6].

Potencjalna role TRAIL w rozwoju cukrzycy typu 1 badali
takze Kang i wsp. Myszom NOD (non-obese diabetic) do-
zylnie aplikowano wektor adenowirusowy kodujgcy ludzki
gen TRAIL (Ad-hTRAIL), a nastepnie jeden raz w tygodniu
monitorowano stezenie glukozy we krwi. Skuteczno$é te-
rapii sprawdzano przez oznaczanie stezenia metalopro-
teinaz macierzy zewnatrzkomérkowej - MMP (enzymdéw
zaangazowanych w patogeneze cukrzycy) oraz tkankowe-
go inhibitora metaloproteinazy-1 (TIMP-1). Wykazano, ze
myszy po iniekcji Ad-hTRAIL mialy znacznie nizsze od wyj-
$ciowego stezenie glukozy we krwi i znaczaco zwiekszone
stezenie TIMP-1 w pordwnaniu z grupa kontrolna. Autorzy
wyjasnili to w sposéb nastepujacy: nadekspresja TRAIL in-
dukuje sekrecje TIMP-1, hamujac tym samym aktywno$¢
metaloproteinaz i chronigc komdrki p trzustki przed apop-
tozg. TRAIL i TIMP-1 moga zatem stanowi¢ potencjalne
narzedzia w prébach zapobiegania cukrzycy typu 1[19].

Wektory adenowirusowe stanowig zaledwie jeden z wielu
sposobéw wprowadzania transgenu do komérek. Jednak
zalety tego typu nosnikdw sprawiaja, ze w wielu przypad-
kach pozostajg metodg z wyboru [48].

Wektory wiruséw adenosatelitarnych

W prébach terapii genowej z uzyciem TRAIL z powodze-
niem wykorzystywane sg takze nalezace do rodziny Pa-
rvoviridae wirusy adenosatelitarne (AAV, adeno-associated
viruses). Wykazuja niewielkg immunogenno$¢, zakazaja
zaréwno komérki dzielace sie, jak i niedzielace sie oraz
zapewniajg dtugotrwala ekspresje transgenu. AAV dzie-
ki obecnosci genu rep, integrujg sie miejscowo swoiscie
z ludzkim chromosomem 19, ale moga tez wystepowaé
pozachromosomowo. Ze wzgledu na maty rozmiar nie
moga przyjaé transgenu wiekszego niz 5 kpz. Najlepiej
poznanym czynnikiem pozwalajacym na replikacje AAV
jest koinfekcja komdrki adenowirusem - stad inna nazwa
Lwirusy towarzyszace adenowirusom” [18,39,44].

Zalety wektoréw AAV sprawily, ze znalazly zastosowa-
nie jako no$niki TRAIL w terapiach przeciwnowotwo-
rowych. W badaniach na liniach ustalonych raka jelita
grubego, wektory AAV kodujace TRAIL powodowaty ma-
sywna apoptoze komérek az do catkowitej eradykacji linii
[35]. Wyniki zaobserwowano in vivo, stosujac wektor AAV
kodujacy rozpuszczalng posta¢ TRAIL w mysim modelu
raka ptuca [70]. W celu rozszerzenia tropizmu i zdolno$ci
wigzania do réznych typéw receptoréw komérkowych za-
czeto konstruowaé AAV mozaikowe [66]. Shi i wsp. zasto-
sowali wektor AAV2/5 kodujacy TRAIL, ktéry ze wzgledu

na mozaikowa budowe wykazywal zwiekszony tropizm
do komérek linii A549, niedrobnokomérkowego raka ptu-
ca. Wyniki badania histopatologicznego i do$wiadczenia
z hodowla komérkowg wskazaly, ze transdukeji ulegaty
jedynie komérki nowotworowe; nie obserwowano wptywu
na prawidtowe tkanki [43]. Oprécz projektowania posta-
ci y7h mozaikowych z innymi wektorami AAV, mozna je
swoiscie skierowaé przeciw danemu typowi nowotwo-
ru przez odpowiednie modyfikacje, np. zmieniajac pro-
motor lub rekombinujac sekwencje odpowiednich ge-
néw (podobnie jak w do§wiadczeniach z adenowirusami)
[28,70]. Obiecujgce wyniki uzyskano za pomocg wektora
AAV, gdy transgen TRAIL poprzedzono konstytutywnie
aktywnym w wiekszos$ci nowotworéw promotorem te-
lomerazy hTERT (konstrukt AAV-hTERT-TRAIL). Trans-
dukowano komérki linii raka watroby, okreznicy i sutka
in vitro, potwierdzajac cytotoksyczno$¢ tylko wobec ko-
mdrek nowotworowych [60]. Podobne obserwacje poczy-
niono in vivo w modelu raka watroby, uzyskujac regresje
choroby [58,59]. Ma i wsp. uzyskali nadekspresje TRAIL,
swoistg dla komérek raka watroby, przez fuzje transgenu
TRAIL z ludzkim peptydem sygnatowym insuliny. Powstat
wektor o nazwie AAV-ISN-T, ktéry podawano doustnie
myszom z wszczepionym podskérnie ludzkim rakiem wa-
troby linii SMMC-7721. Uzyskano regresje nowotworu,
czemu towarzyszyta dlugotrwata ekspresja rozpuszczalnej
postaci TRAIL w watrobie [30].

Wektory AAV zastosowano takze w chorobach nienowo-
tworowych. Secchiero i wsp. zbadali dziatanie AAV-TRAIL
na myszach pozbawionych apolipoproteiny E (apoE-knoc-
kout) z cukrzyca wywotang do§wiadczalnie przez podanie
streptozotocyny. Powiktaniem choroby byto zwiekszenie
powierzchni blaszek miazdzycowych aorty, proliferacja
komdrek w jej $cianie, nacieki makrofagédw i ognisko-
wa utrata $§rédbtonka. Zastosowanie powtarzanych do-
otrzewnowo lub pojedynczych dozylnych iniekcji wektora
AAV kodujgcego zrekombinowany ludzki TRAIL istotnie
zmniejszato rozwdj blaszek miazdzycowych i hamowato
nacieki zapalne $ciany aorty, gdyz wzbudzato miejsco-
wo apoptoze makrofagédw. Ponadto wykazano, ze TRA-
IL promuje migracje komérek srédbtonka aorty, ale nie
monocytéw i makrofagéw. Z opisanego badania wynika,
ze systemowe podawanie AAV-TRAIL moze by¢ nowator-
ska metoda leczenia makroangiopatii cukrzycowej [41].

Inne wektory kodujace transgen TRAIL:

retrowirusowe i lentiwirusowe

Retrowirusy (wirusy RNA) cechuja sie zdolno$cig do
wbudowywania genéw terapeutycznych w swoiste miej-
sca genomu komdrki gospodarza. Dzieki temu ekspresja
transgenu jest dtugotrwala. Integracja z genomem wigze
sie jednak z ryzykiem wystgpienia mutacji, a nastepnie
transformacji nowotworowej. Ponadto typowe retrowi-
rusy (tzw. gamma-retrowirusy) infekuja jedynie komérki
dzielgce sie, co ogranicza zakres ich stosowania [8,69].

Suzuki i wsp. wykorzystali wektor retrowirusowy koduja-
cy TRAIL do do$wiadczalnej transdukcji komérek szpicza-
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ka linii RPMI-8226, wrazliwych na apoptoze indukowana
przez TRAIL, a takze komdrek miesaka kosci linii MG-63,
opornych na dziatanie tego biatka. W celu zniszczenia
obu typéw nowotwordw, terapie genowg poprzedzono
chemioterapig (doksorubicyng z cisplatyna), zaktadajac,
ze cytostatyki dodatkowo uwrazliwig komérki na $mier¢
indukowang ekspresja TRAIL. Skojarzona terapia okazata
sie skuteczna. Podobne wyniki uzyskano w do$wiadczeniu
z linig komérkowa MG-63, charakteryzujacg sie oporno-
$cig wielolekowa i nadekspresja silnie antyapoptotyczne-
go biatka Bcl-XL [50]. Li i wsp. réwniez zastosowali kodu-
jacy TRAIL wektor retrowirusowy do indukcji apoptozy
w komérkach linii raka jajnika A2780. Zaobserwowano
silny synergizm genoterapii z dziataniem cisplatyny - za-
réwno in vitro, jak i w do§wiadczeniu, w ktérym komérki
A2780 wszczepiono myszom Balb/c [29]. Prezentowane
rozwigzanie moze stanowi¢ skuteczne narzedzie u cho-
rych onkologicznych z chemioopornoscia.

W terapii stosuje sie réwniez lentiwirusy (przede wszyst-
kim te oparte na wirusie HIV1), ktére stanowia de facto
podrodzine retrowiruséw, wyrézniajaca sie aktywnym
przechodzeniem do jadra komérkowego przez pory ka-
riolemmy. Tym samym wirusy te moga transdukowaé
komorki niedzielace sie. Wérdd innych zalet, wykazuja
sie duza wydajno$cia transdukcji komérek macierzystych
szpiku. Ograniczenia zwigzane z ich stosowaniem pole-
gaja gléwnie na ryzyku mutagenezy oraz trudno$ciach
z kontrolg jakosci [7,8].

Kock i wsp. wykorzystali zmodyfikowane wektory lenti-
wirusowe (LV) kodujgce: 1) rozpuszczalng postaé TRAIL
oraz 2) shRNA (krétkie RNA o strukturze spinki do wto-
séw (short hairpin RNA), przeksztalcane w cytoplazmie
we wspomniane czasteczki siRNA). shRNA byto skierowa-
ne przeciw Bcl-2 w komdérkach linii glejaka in vitro oraz
in vivo. Jednoczesne podanie obu wektoréw okazato sie
skuteczniejsze (takze w sensie wydajnos$ci transfekeji)
w poréwnaniu z monoterapig LV-sTRAIL. Synergiczne
dziatanie wywotato wzmozona apoptoze komdrek no-
wotworu. Tak wiec jednoczesna aktywacja szlaku apop-
tozy zaleznego od TRAIL wraz z wyciszeniem ekspresji
antyapoptotycznego biatka Bcl-2, zwieksza skuteczno$é
leczenia glejakéw. Moze by¢ tez uzyteczna w opracowy-
waniu nowych terapii eksperymentalnych nowotworéw
opornych na cytostatyki [25].

Wenger i wsp. zastosowali wektor lentiwirusowy kodu-
jacy TRAIL (LV-TRAIL) do indukcji apoptozy komérek li-
nii ludzkiego niedrobnokomdérkowego raka ptuca P693.
Wyniki badan in vitro hodowli komérkowej potwierdzity
wydajno$¢ transdukcji. Nie powiédt sie natomiast eks-
peryment in vivo - nie wykazano wzmozonej apoptozy
w wycinkach nowotworu wszczepionego podskdrnie my-
szom doswiadczalnym. Mozliwe wiec, ze wektory LV ko-
dujace TRAIL bardziej nadaja sie do zastosowania ex vivo,
tj. transdukcji prawidtowych komérek towarzyszacych
nowotworom, takim jak komérki macierzyste, zrebu guza
oraz §rédbtonka - w celu indukgji parakrynnej apoptozy
w sasiadujacych komérkach nowotworowych, a mniej do

bezposredniej transdukcji samych komérek nowotworo-
wych in vivo [61].

TERAPEUTYCZNE PROBY KLINICZNE Z wyKoRzYSTANIEM TRAIL
PROWADZONE W OPARCIU 0 DOKOMORKOWY TRANSFER GENOW

Dotad w amerykariskim rejestrze Narodowego Instytutu
Zdrowia USA (U.S. National Institute of Health) figuruje
wiele doniesiefi o badaniach klinicznych powiazanych
w sposdb bezposredni lub posredni z uzyciem TRAIL [5].
Jednak tylko jedno badanie kliniczne dotyczy préb wy-
korzystania technik terapii genowej [13].

Wezeéniej przedstawione szczegdlne walory rekombino-
wanych wektoréw adenowirusowych sprawity, ze tylko
one, spoéréd przywotanych w niniejszym opracowaniu
rozwigzan, osiggnely status narzedzia testowanego w ba-
daniach klinicznych [9,10].

W badaniu klinicznym I fazy, zaprojektowanym przez Ho-
lochai Griffitha, wykorzystano wektor Ad5 kodujacy TRA-
IL. Dwunastu chorym z rakiem gruczotu krokowego, po-
dzielonym na 4 grupy, podawano wektor adenowirusowy
zmieszany z preparatem Gelfoam (Ad5-TRAIL/Gelfoam)
bezposrednio do ptatéw stercza. Protokét badania zaktadat
wstrzykiwanie rosnacych dawek wektora (4,2x10°-1,3x10*
kopii) z zachowaniem 4-tygodniowych przerw miedzy ko-
lejnymi iniekcjami. Zastosowanie Gelfoamu - roztworu
macierzy kolagenowej w stezeniu 30 mg/ml, umozliwito
wiasciwa dystrybucje wektora w tkance docelowej i péz-
niejsze zlokalizowanie kompleksu Ad5-TRAIL/Gelfoam
w badaniach radiologicznych. Zatozeniem badania - ty-
powo dla fazy - byto monitorowanie ewentualnych dzia-
tah niepozadanych, ustalenie maksymalnej bezpiecznej
dawki wektora i potwierdzenie, ze Ad5-TRAIL/Gelfoam
podany wprost do gruczotu wywota: 1) bezposrednig trans-
fekcje komérek raka i w konsekwencji ich apoptoze oraz
2) transfekcje prawidlowych komérek stercza, ktére wzbu-
dza apoptoze sasiednich komérek raka. W wycinkach po-
branych od chorych leczonych ta technikg obserwowano
obecnos¢ komdrek zapalnych i pozytywny odczyn reakeji
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick
end labeling), $wiadczacy o fragmentacji DNA, typowej dla
zaprogramowanej $mierci komérkowej [13]. Potwierdzono
bezpieczetistwo badania, a takze wstepnie potwierdzono
skuteczno$é proponowanej metody. Konieczne sa jednak
dalsze prace nad jej optymalizacja.

PobsumowaNiE

Ostatnie dekady to czas dynamicznego rozwoju medycy-
ny, przejawiajacy sie opracowaniem wielu nowych metod
diagnostycznych i terapeutycznych. W nurt ten wpisata
sie genoterapia, postrzegana wciaz raczej jako dziedzina
medycyny eksperymentalnej, a nie konwencjonalne po-
stepowanie terapeutyczne, jednak przeprowadzone dotad
do$wiadczenia przedkliniczne i badania kliniczne wydaja
sie potwierdzaé poglad o jej perspektywach, jako przyszlej
skutecznej alternatywie leczniczej. Dotyczy to szczegdl-
nie chorych, u ktérych metody konwencjonalne zawodzg.
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Trafnym przyktadem moze by¢ chemioterapia niektérych
typéw lekoopornych nowotworéw i brak selektywnos$ci
tego sposobu leczenia. Trwa poszukiwanie nowych, sku-
tecznych i bardziej selektywnych (mniej toksycznych)
strategii leczniczych. Terapia genowa z wykorzystaniem
TRAIL wydaje sie spetniaé, przynajmniej w cze$ci przy-
padkdw, obie te przestanki.

Jak przedstawiono wyzej, transfer genu TRAIL za pomoca
wektoréw wirusowych pozwala nie tylko na uzyskanie za-
dowalajacych wynikéw leczniczych, lecz takze umozliwia za-
wezenie postepowania terapeutycznego do frakcji komdrek,
ktére tego wymagaja. Wektory retro- oraz lentiwirusowe,
choé przynosity w badaniach in vitro zadowalajace rezultaty,
sg rzadko stosowane. Ich zaleta, polegajaca na dtugotrwatej
ekspresji transgenu, nie jest wystarczajgca, wobec niebez-
pieczeristwa onkogenezy. Same retrowirusy nie sg zdolne
do transdukcji komérek niedzielgcych sie. Ztotym srodkiem
wydaja sie wektory AAV. Mozliwosci ich zastosowar znacznie
zaweza wielko$é kodowanego transgenu.

Przeglad pismiennictwa wskazuje, ze ze wzgledu na szero-

ki zakres komdrek docelowych, wysoki poziom transduk-
¢ji i wydajna ekspresje transgenu, szczegdlng uzyteczno$é

PismiennicTwo

w terapii genowej z wykorzystaniem TRAIL wykazaty wek-
tory adenowirusowe. Charakterystyczne, ze jedyne jak
dotad badanie kliniczne z uzyciem genu kodujacego TRAIL
przeprowadzono wiasnie z ich udziatem.

Uzycie wektoréw z transgenem TRAIL wydaje sie obiecu-
jacym narzedziem terapii choréb nowotworowych, a tak-
ze reumatoidalnego zapalenia stawdw i cukrzycy (wraz
zjej powiktaniami). Prawdopodobnie zakres chordb leczo-
nych ta technika niebawem sie poszerzy. Wciaz istnieja
jednak nierozwiazane problemy, stanowiace istotne wy-
zwanie na przyszto$é. Dotyczy to takze terapii z wyko-
rzystaniem wektoréw adenowirusowych i TRAIL: duza
immunogenno$¢ AdV, relatywnie krétkotrwata ekspresja
transgenu i problem dobrania tkankowoswoistego, a za-
razem wydajnego promotora.

Terapia genowa, niezaleznie od probleméw jakie na-
potyka, to dziedzina innowacyjna, podazajaca wieloma
$ciezkami rozwoju. Mnogo$¢ pespektyw i pomystéw daje
nadzieje na opracowanie skuteczniejszych i bezpiecz-
niejszych od dotychczas stosowanych, metod leczenia
choréb, w tym takich, ktére uwazane sa dotad za nie-
uleczalne.
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