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Kreft er en folkesykdom og bade antall nye krefttilfeller, og antall personer som
dor av kreft, vil ke i de kommende arene. Det har vert en
kunnskapseksplosjon nar det gjelder var forstaelse av kreft og kreftutvikling de
siste arene, og nye behandlingsprinsipper basert pa denne kunnskapen praves
ut. Kreft skyldes endringer i gener (arveanlegg), og det er derfor en besnarende
tanke a korrigere gendefektene i kreftceller ved hjelp av genterapi. Genterapi
kan ogsa tenkes benyttet for a styrke immunapparatet for 4 bekjempe
kreftcellene, eller til & gjore kreftcellene mer mottakelige for kjemoterapi og
straling. Internasjonalt er ca. 70 % av studiene som er igangsatt innen
genterapi, rettet mot kreft. De to forste genterapistudiene som er godkjent i
Norge, gjelder ogsa denne sykdomskategori. Forelopig er seks pasienter i Norge
behandlet med genterapi. De fleste studiene til na er tidlige kliniske
utpreovninger som primeert er innrettet pa a studere sikkerhet, anvendelighet og
toksisitet. I flere av disse fase I- og II-studiene er det imidlertid ogsa vist delvis
tilbakegang av kreftsvulstene, og i sjeldne tilfeller komplett tilbakegang, selv
om varig helbredelse enna ikke er vist (dvs. mer enn fem ars overlevelse). I
enkelte studier, blant annet ved bruk av TP53-genterapi, er det sett effekter pa
svulstenes starrelse hos over halvparten av pasientene. Til ni er det kun
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pabegynt to fase III-studier og en fase II/III-studie, men resultatene fra disse er
enna ikke publisert. I tillegg er det startet en rekke nye studier basert pa
forbedringer av tidligere protokoller og/eller kombinasjoner med andre
behandlingsstrategier. Det ma und

erstrekes at de fleste kreftpasientene som er inkludert i genterapistudier til na
er pasienter med langtkommen sykdom, og at disse ikke representerer de
pasienter som vil ha sterst nytte av en slik behandling. Resultatene for enkelte
av prinsippene som utprgves, ma derfor ansees som lovende, selv om den
kliniske betydningen ma dokumenteres i storre kontrollerte kliniske forsek.

Kreft er den nest hyppigste dedsarsaken i Norge og antall nye krefttilfeller
forventes 4 gke betydelig i de naermeste arene (1). Det har vert en gradvis
bedring i prognosen for kreftpasienter. Mens ca. 30 % overlevde fem &ar uten
tilbakefall for 30 ar siden, er femarsoverlevelsen na ca. 52 prosent. Likevel vil
dedeligheten gke i de kommende arene pga. gkt krefthyppighet. Det er lite som
tyder pa omfattende forbedringer av overlevelse for kreftpasienter basert pa
modifikasjoner av dagens tradisjonelle behandlingsmetoder. Derfor er det stor
interesse for & utvikle nye behandlingsstrategier basert pa den biologiske
kunnskapseksplosjonen vedregrende kreft og kreftutvikling som har funnet sted
de siste tidrene (2).

Strategier for kreftterapi

Kreftceller har et unormalt vekstmeonster der regulering av cellevekst og -
modning er kommet ut av kontroll. De molekylare mekanismene som leder til
kreftutvikling, er i stor grad kartlagt i lopet av de siste rene. Kreftutvikling er
en flertrinnsprosess som involverer endringer (mutasjoner) i gener som koder
for molekyler som styrer cellevekst, celledad og DNA-reparasjon. Det er sarlig
tre sett av gener som er mutert i kreftceller. Onkogener (kreftgener) er gener
som normalt stimulerer cellevekst, og disse blir overaktivert i kreftceller.
Tumorsuppressorgener (bremsegener) hemmer normalt cellevekst, og blir
inaktivert i kreftceller slik at celledelingen kommer ut av kontroll. I tillegg kan
gener som normalt er med pa a reparere skader i DNA, bli mutert i kreftceller.
Vanligvis ma det skje endringer i flere gener (4 — 10 ulike) for at en kreftsvulst
skal utvikle seg. Hvilke sett av gener som er involvert, kan variere fra pasient til
pasient. Noen genforandringer er hyppig forekommende i kreftsvulster, slik
som mutasjoner i tumorsuppressorgenet TP53, som forekommer i om lag 50 %
av alle krefttyper.

Et karakteristisk trekk ved kreft er evnen til fjernspredning (metastasering).
Ved de fleste kreftformer er det spredning av kreften som tar livet av pasienten.
Faren for metastasering er minst tidlig i forlgpet, nar svulstene er sma. I
prinsippet bar derfor en helbredende terapi av potensielt metastaserende kreft
veere systemisk, dvs. lik tilfersel i hele kroppen. Det setter store krav til effektiv
malsgking og genoverforing.
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Flere genterapiforsgk siktes mest inn pa & korrigere gendefektene i kreftcellene
ved enten & tilfore kreftcellene gener som er inaktivert i svulsten (eksempel
TP53), eller ved 8 hemme funksjonen av overaktiverte gener (fig 1). Selv om
dette er teoretisk attraktive strategier, har det vist seg at effektiv genoverforing
til alle kreftcellene i en pasient er vanskelig & oppné med dagens metodologi,
ikke minst fordi kreftsvulster er heterogene.
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Figur 1 Skjematiske eksempler pa genterapistrategier ved kreft (celletyper og
maélgener)

En annen strategi bestar i & overfore et gen som spalter og aktiverer et inaktivt
stoff til en aktiv cellegift (medikamentaktivering) (fig 1). Konsentrasjonen av
cellegiften blir derfor saerlig stor i svulstomradet. Dette prinsippet utproves
bl.a. i behandling av hjernesvulster.

Kreftutviklingen vil pavirkes av ulike faktorer i kroppen (fig 2). Imnmunsystemet
har i prinsippet evne til 4 gjenkjenne kreftceller som kroppsfremmede. Men nar
en kreftsvulst utvikler seg, vil den unnslippe immunsystemet ved hjelp av ulike
mekanismer. Imidlertid er det vist gjennom de senere arene at kroppens
immunrespons mot kreftceller kan styrkes. Immunterapi ved kreft har séledes
et klart potensial, og det er stor internasjonal aktivitet pa dette feltet. En rekke
genterapiforsek tar sikte pa a stimulere immunresponsen mot kreftcellene (fig

1).
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Figur 2 Skjematisk modell av kreftutvikling, med enkelte viktige pavirkningsfaktorer

En vesentlig fordel med immunterapi er at man benytter spesifisiteten i
immunsystemet for & drepe kreftcellene, og at genoverforing skjer til
immunceller og ikke direkte til kreftcellene.

Nar forst immunsystemet blir aktivert, vil effektene kunne forsterkes gjennom
kaskadeeffekter og potensielt ha effekt i hele kroppen og over lang tid. Man er
saledes ikke avhengig av en optimal genoverforing til alle kreftcellene. Dermed
er det ikke ngdvendig at genoverforingen er 100 % effektiv eller at genet er
lenge uttrykt.

I enkelte genterapiprotokoller tar man sikte pa & beskytte de cellene i kroppen
som er mest falsomme for cellegift, nemlig blodcellene. Her overfores gener
som motvirker effekten av cellegifter til stamceller i beinmarg som gir opphav
til alle celler i blod. Dermed taler disse hoyere cellegiftkonsentrasjoner, og man
kan gi hayere doser uten at beinmargsfunksjonen gdelegges.

Kliniske studier

Strategier for genterapiprotokoller ved kreft kan inndeles i folgende tre
hovedgrupper: terapi rettet direkte mot kreftceller, immunogenterapi og
beskyttelse av normalceller.

Terapi rettet direkte mot kreftceller

Medikamentaktivering (prodrug). Introduksjon av "selvmordsgener” er den
tilneermingsmaten som er best studert bade in vitro og in vivo, og omfatter de
langt storste pasientgruppene til na. ”Selvmordsgener” er en klasse gener som
produserer proteiner med negative seleksjonsegenskaper, f.eks. ved at de kan
omdanne et promedikament til en aktiv giftig substans. Det vanligst benyttede
genet koder for enzymet tymidinkinase fra herpes simplex-virus (HSV-TK).
Dette enzymet er normalt ikke til stede i humane celler, og det omdanner meget
effektivt medikamentet gancyklovir (GCV) til et stoff som er giftig for delende
celler.
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For a fa levert tilstrekkelig mengde av tymidinkinasegenet i svulstene, ma celler
(oftest museceller) i kultur infiseres med retrovirusvektor inneholdende genet
for tymidinkinase og implanteres i malorganet. Der fortsetter cellene a
produsere virus som integreres i celler som deler seg.
Genoverforingseffektiviteten er imidlertid fremdeles lav (<10 % av
kreftcellene), men pga. “naboeffekt” ("bystander”-effekt) vil ogsa ikke-infiserte
tumoreceller kunne ga til grunne. Denne naboeffekten skyldes muligens kanaler
mellom tumorcellene og gjor at det toksiske produktet av gancyklovir overfores
til ikke-genmodifiserte tumorceller. Andre mekanismer bak denne
“naboeffekten” er ogsa foreslatt, og okt forstaelse for dette fenomenet kan fore
til bedre effekt av denne formen for genterapi. De fremmede,
virusproduserende cellene blir raskt brutt ned in vivo.

Man har antatt at en slik strategi, som angriper alle delende celler i neerheten
av produsentcellene, er mest anvendelig i hjernen der det nesten bare er
kreftcellene som deler seg. De farste kliniske forsgk med denne strategien var
derfor rettet mot hjernesvulster, og startet i desember 1992. Siden den gang er
ca. 50 fase I/II-studier startet, som til sammen involverer mellom 250 og 300
pasienter. Siden overforingen viser seg a vaere meget lokal, er strategien ogsa
tatt i bruk ved en rekke andre kreftformer. Et titalls studier er ogsa startet pa
pasienter med eggstokkkreft, hvor vektoren injiseres i bukhulen. En av disse
protokollene benytter seg av injeksjon av inaktiverte, virusproduserende
humane eggstokkreftceller. Et gkende antall studier ser imidlertid ut til &
benytte seg av adenovirus som har en langt hgyere overforingseffektivitet, men
hvor bivirkningene forelopig er storre.

Sa langt er resultatet av retrovirusbehandling av ca. 30 pasienter med
hjernesvulst publisert (3, 4). Prosedyren har bare effekt hos pasienter med liten
tumormasse, og overforingseffektiviteten er meget lav. Den mest betydelige
rapporterte bivirkningen var hjerneademer. En storre fase I1I-studie, som
inkluderer 246 pasienter, er nylig avsluttet. En forste offentliggjoring fra
studien (First international symposium on genetic anticancer agents (Rainov,
N.G., Amsterdam 8 — 9 mars, 2000)) rapporterte at det ikke var noen forskjell i
median progresjonsfri overlevelse mellom gruppene etter 12 maneder. I
halvparten av de tilgjengelige residivbiopsiene kunne genoverfegring pavises. To
dedsfall som kunne knyttes til behandlingen, ble registrert. Pga. faglige
innvendinger avslo Statens helsetilsyn & inkludere norske pasienter i denne
studien.

Ogsé gen/medikamentsystemet cytosin-deaminase (CD) er benyttet. Dette
omdanner medikamentet 5-fluorocytosin (5FC) til det toksiske 5-fluorouracil
(5FU). Bare én protokoll pa pasienter med levermetastaser fra tarmkreft er
publisert, men ingen resultater foreligger forelopig.

En videre utvikling av "prodrugstrategien” er & benytte vevsspesifikke
promotere for & méalrette behandlingen mot kreftcellene. En pagaende fase-I-
undersgkelse benytter et adenoviruskonstrukt med tymidin-kinase (og
gancyklovir) under kontroll av osteocalcinpromoteren. Denne promoteren
aktiverer normalt transkripsjon i differensierte osteoblaster, men det er vist at
transkripsjon ogséa forekommer i flere svulsttyper. I fase-I-studien er dette
utnyttet ved behandling av skjelettmetastaser ved prostatakreft (5).
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Genoverforing rettet mot onkogener, tumorsuppressorgener

og signalmolekyler

For a gjenopprette viktige prosesser som er forstyrret, kan man i kreftceller
enten tilfore gener som er defekte (tumorsuppressorgener), eller introdusere
gener som regulerer og/eller hemmer aktiverte onkogener eller
signalmolekyler.

Tumorsuppressorgener

p53-proteinets funksjon er spesielt viktig for kontroll av cellesyklus, initiering
av DNA-reparasjon etter skade, opprettholdelse av genomisk stabilitet og
induksjon av programmert celleded (apoptose). Injeksjon av retrovirus eller
adenovirus med TP53 i dyremodeller resulterer i tilbakegang av en rekke
forskjellige svulsttyper, som ikke-smacellet lungekreft, leukemi, hjernesvulster,
brystkreft, eggstokkreft, tarmkreft og nyrekreft (6, 7). Flere prekliniske studier
og tidlige fase I-studier har vist effektiv genoverforing og lite bivirkninger.
Adenovirusvektorer hvor TP53 -genet er under kontroll av en
cytomegaloviruspromoter ser ut til & veere de mest effektive. Veksthemningen
er vist 4 vaere selektiv for celler med normal p53-produksjon. Innfering av TP53
i cellelinjer fra eggstokkreft har ogsa vist en gkt sensitivitet for kjemoterapi og
stréleterapi som forte til okt apoptose. En "naboeffekt” tilsvarende den som er
demonstrert ved HSV-TK ”selvmordsgenterapi” er observert i flere studier. Det
synes som en innfering av normalt p53 gker kjemosensitiviteten og
radiosensitiviteten selv i svulster som ikke har TP53-mutasjon, eller hvor bare
en liten fraksjon av cellene er mutert, sannsynligvis gjennom induksjon av
apoptose (8). En fase I-studie viste at TP53 i en viral vektor kombinert med
cisplatin, gav klinisk effekt i ikke-sméacellet lungekreft ved direkte injeksjon av
virus i svulsten (9).

Ca. 20 kliniske fase I/II-studier er i gang, og hovedsakelig ved ikke-smécellet
lungekreft og eggstokkreft. Gjentatte injeksjoner direkte i svulsten tolereres
godt, og tilbakegang eller stabilisering av tumormassen er observert i opptil
halvparten av pasientene. Det ma dog poengteres at responsene hovedsaklig er
knyttet til de injiserte svulstene, og at det bare i enkelte tilfeller er observert
tilbakegang av ikke-injiserte metastaser. Noen pasienter utvikler antistoffer
mot adenovirusvektoren, og man finner ogsa virusstimulert
lymfocyttproliferasjon, men ingen p53-relatert immunologisk reaksjon. Ved
endobronkial injeksjon av virus til svulster innen rekkevidde for slik
behandling var effekten betydelig (10). En storre multisenter fase II/III-studie
som skal inkludere 360 ovariekreftpasienter er satt i gang. Her randomiseres
pasienter til behandling enten med kjemoterapi alene eller kjemoterapi +
intraperitoneal injeksjon av adenovirusvektor med p53 i bukhulen. Per i dag er
to norske pasienter inkludert i denne studien. Resultater av denne studien er
enna ikke publisert.

BRCAL1 er et annet tumorsuppressorgen som ofte er mutert eller inaktivert bade
ved arvelig bryst- og eggstokkreft, men ogsa somatisk i sporadiske tilfeller av
disse kreftformene. Prekliniske studier har vist at overuttrykk av BRCA1 kan gi
veksthemning. Intraperitoneal injeksjon av retrovirusvektor som uttrykker
BRCA1 hemmer vekst av eggstokkreft. En fase I-studie som omfatter 12
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ovariekreftpasienter, viste stabilisering av tumorsterrelse hos atte av 12
pasienter og tilbakegang av svulstene hos tre (11). Imidlertid ble en oppfelgende
fase II-studie avbrutt pd grunn av manglende effekt (12). Fase I-studier med
BRCA1 med andre kreftformer, som prostatakreft og brystkreft, er ogsa i gang.
Av andre tumorsuppressorgener er det bare retinoblastomgenet som har nadd
til fase I-studier.

Onkogener

Ett av de onkogener som hyppigst er uttrykt i en rekke forskjellige kreftformer,
som eggstokkreft, brystkreft, lungekreft og tykktarmskreft, er Her-2/Neu/c-
erbB2 . Genet koder for en vekstfaktorreseptor, og overuttrykk skyldes i
hovedsak at genet er amplifisert (20 — 100 ganger). Prekliniske studier har vist
at intracelluleert uttrykk av antistoff rettet mot den ekstracellulaere delen av c-
erbB2 hemmer tumorvekst. I en dyremodell av eggstokkreft, der genet for
antistoff mot c-erbB2 (scFv) er overfort, er bide tumorreduksjon og forlenget
overlevelse vist. Kliniske fase I-studier pa bade bryst- og eggstokkreft er satt i
gang ved bruk av denne strategien, men ingen resultater foreligger enné. De
siste arene er det utviklet antistoffer rettet mot den ekstracelluleere delen av c-
erbB2 , og slike antistoffer utpregves na i pasientbehandling (Herseptin). Denne
strategien synes meget lovende. Her er det imidlertid snakk om immunterapi
og ikke genterapi.

En annen angrepsvinkel for & motvirke effekten av c-erbB2 -overuttrykk, er
bruk av virusproteinet EIA. En fase I-studie (13), hvor det er benyttet
intraperitoneal injeksjon av EIA-genet i plasmidform pakket inn i et kation-
liposom-kompleks, er nylig avsluttet, men resultater er enna ikke publisert. En
multisenter fase II-studie er pabegynt og forelapige resultater viser liten
toksisitet og stabilisering av sykdom. Det er ogsa indikasjoner pa at
kombinasjonsbehandling av taxol og E1A vil kunne vere en effektiv
behandlingsform. Ogsa andre kreftformer enn de med c-erbB2-overuttrykk vil
bli inkludert, siden det nylig er vist at E1A-proteinet har en serie ulike cellulaere
angrepspunkter (14).

Nedregulering av andre onkogener er ogsa forsgkt, men ved andre strategier
enn ved ren genoverforing (se antisens- og ribozymbehandling).

Onkolytiske ”smarte” virus

Det er mulig & konstruere virus som infiserer og dreper bare kreftceller, en
strategi som kanskje ikke er genterapi i vanlig forstand. I motsetning til de
fleste typiske strategier benytter man da replikasjonskompetente virus, som
kan formere seg i kreftcellene, og etter at cellen adelegges, slipper nye virus ut
og kan infisere naboceller. P4 denne méaten kan i prinsippet en enkelt injeksjon
sentralt i tumor fore til en dominoeffekt som utsletter alle kreftcellene, men
stopper ved normale celler (15). Slike virus kalles noe misvisende ofte for
“smarte virus”. En mer dekkende betegnelse vil vaere onkolytiske virus. Som for
andre virusbaserte strategier er det et problem at partiklene ikke kan
diffundere seerlig langt i solid vev, sa gyer av kreftceller som ligger bare litt
atskilt kan vaere umulige 4 nd. Immunrespons vil vare et storre problem enn
ved andre teknikker, fordi viruset trenger tid til & spre seg.
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En av prototypene for slike strategier er det sdkalte dl1520-adenoviruset
(ONYX-015) (16, 17). Dette viruset er allerede under klinisk utprgvning i
kombinasjon med kjemoterapi. En fase II-studie viste nylig lovende resultater
ved bruk av dette onkolytiske viruset i kombinasjon med cisplatin og 5-
fluorouracil ved behandling av tilbakefall av plateepitelkarsinomer pa halsen
(18).

Adenovirus ma blokkere aktiviteten til p53 og pRB for & kunne replikere i
cellene. Fordi dl1520-adenoviruset har fatt inaktivert E1B-55k-proteinet, kan
det ikke blokkere p53 og replikere i normale celler. Kreftceller med inaktivert
p53 derimot, kan infiseres og lyseres av det modifiserte viruset (fig 3).
Virkeligheten er mer komplisert, bla. fordi intakt p53 kan inaktiveres indirekte,
og virusets livssyklus kan pavirkes av andre faktorer i kreftcellene (19). Det har
vist seg at ogsa behandling av krefttilfeller med normalt p53 kan gi tilsvarende
effekt. Nylig er en forklaring pa dette fenomenet blitt klarlagt (20). Det viser
seg ogsa at andre deler av signalveier der p53 inngar kan veere defekte. Det
arbeides med forskjellige strategier for 8 omga disse problemene (19, 21).

@ ONYX-015
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(p53-)
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(normalt p53) TR T e

Figur 3 Skjematisk modell for genterapi rettet mot p53-proteinet

Mens reovirus ikke er kjent & gi sykdom hos mennesker og ikke dreper normale
celler i kultur, viser det seg at de kan lysere kreftceller med et overaktivt
onkogen, kalt ras (19). I prekliniske studier har man oppnadd meget lovende
resultater (22, 23), og det arbeides na med a fa tillatelse til klinisk utprgvning.

Béade herpesvirus og parvovirus, som kan vare patogene for mennesker, er ogsa
tatt i bruk (15). Et hovedtrekk er at siden proliferasjonskompetente virus
benyttes, blir sikkerheten viktigere enn ved andre typer genterapi. Onkolytiske
virus kan ogsé benyttes for a overfere immunstimulerende eller "prodrug”-
aktiverende gener, som vil kunne gi betydelig "naboeffekt” pa deler av svulsten
som ikke lyseres.
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Antisens- og ribozymbehandling

Geners aktivitet kan hemmes ved 4 innfere sakalte antisensmolekyler i cellene.
Dette er nukleinsyrer som er komplementare til den kodende sekvensen, og
kan blokkere genet ved & binde seg passivt, eller kan gdelegge gentranskriptene
ved 4 kutte dem i to (ribozymer). Antisens- og ribozymbehandling er blitt
benyttet i relativt liten grad i kliniske kreftstudier. Hittil er det startet omtrent
ti fase I-studier med bruk av antisens rettet mot ulike onkogener eller
signalmolekyler, og da oftest i kombinasjon med andre former for
konvensjonell eller genterapirelatert behandling.

Det er publisert resultater fra to studier med bruk av antisens mot BCL-2. BCL-
2 spiller normalt en viktig rolle i regulering av celledad, og er deregulert i en del
kreftformer. I en studie av lymfomer ble det pavist gkt celledad og delvis
regresjon av svulstvev hos to av ni pasienter (24). Nylig ble det dessuten
publisert en fase II-studie ved melanom, der det hos seks av 14 pasienter ble
vist tilbakegang av svulsten (25).

En fase II-studie er nylig pabegynt der det benyttes et kjemisk modifisert
antisensmolekyl rettet mot proteinkinase C a for behandling av pasienter med
malignt melanom (foflekkreft) og ikke-smacellet lungekreft. Antisensmolekylet
er administrert intravengst. Resultatene fra fase I-studier viste effekter pa
tumorvekst hos et par av pasientene. Det Norske Radiumhospital deltar i denne
studien, og per desember 2000 var seks pasienter inkludert.

Av pagaende studier med plasmider som produserer antisensmolekyler inne i
kreftcellene, kan nevnes antisensbehandling mot insulinlik veksfaktor I ved
glioblastom, antisens-c-myc ved prostatakreft og brystkreft, og antisens-c-fos
intrapleuralt og intraperitonealt ved brystkreft. Studier med bruk av antisens
mot epidermal vekstfaktorreseptor og mot TGF- 3 2 er ogsa startet. En
pagaende kombinasjonsbehandling med introduksjon av nytt gen i
kombinasjon, med nedregulering med antisensmolekyler av et annet gen, pagar
ogsa. Kronisk myelogen leukemi skyldes en translokasjon mellom genene ber
og abl i hematopoetiske stamceller. For & helbrede pasienten ma alle celler som
inneholder denne translokasjonen fjernes. Dette er sveert vanskelig & oppna ved
konvensjonell behandling. I den pagaende fase I-studie benyttes et retrovirus
som inneholder genet for kjemoterapi-resistensfaktoren dihydrofolat-
reduktase, koblet til en antisenssekvens mot translokasjonsgenet. Hensikten
her er & kombinere kjemoterapiresistens til de normale cellene, samtidig som
de resterende tumorcellene blir nedregulert for det transformerende
translokasjonsgenet (26).

En av de angrepsvinklene som ligger naermest kliniske studier, er sannsynligvis
bruk av ribozym for nedregulering av angiogenesefaktoren VEGF, et protein
som er implisert i metastaseprosessen.
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Immunogenterapi

I flere eksisterende genterapistudier benyttes ulike prinsipper for & stimulere
immunforsvaret. Hensikten er a gjore kreftcellene mer immunogene slik at det
spesifikke immunapparatet, dvs. T- og B-lymfocytter stimuleres. Det
uspesifikke immunapparatet kan ogsa stimuleres til & bidra i bekjempelsen av
kreftceller. En oversikt over prinsippene for de eksisterende studiene innen
immunogenterapi ved kreft er gitt i tabell 1.

Tabell 1

Prinsipper for immunogenterapistudier

Type genprodukt Gen overfgrt

IL-2, IL-4, IL-6/sIL6-R, IL-7, IL-12, TNF, IFN- vy,

Cytokiner IFN- B, GM-CSF, lymfotaktin

Alloantigener/xenoantigener

HLA-B7, HLA-A2, HLA-B13, H2-K(k
(vevsforlikelighetsantigener) (k)

Virusantigener Humant papillomavirus (HPV E6 og E7)

MUC-1, MART-1, Gp100, CEA, PSA, HPV,

Tumorantigener . o
tyrosinase, idiotype

Celleinteraksjonsmolekyler CD80 (B7.1), CD154 (CD40L)

Modifiserte antistoffmolekyler og T-

sFv, TCR Ab, CC49-Zeta TCR
cellereseptorer

Cytokiner

Cytokiner er naturlig forekommende proteiner som virker som
kommunikasjonsmolekyler mellom celler. Cytokiner spiller en viktig rolle ved a
regulerere aktiviteten til immunforsvaret og har vist til dels betydelige effekter
mot kreft i dyremodeller. Behandling med cytokiner vanskeliggjores ved at
mange har betydelige bivirkninger, medferer hoye kostnader og gir begrensede
effekter hos mennesker nar de er applisert pa denne méten. Ved a benytte celler
som er transfektert (DNA innfert kunstig) i kultur med ett eller flere
cytokingener for s & injiseres i tumor, kan man oppna en hgy lokal produksjon
av cytokinet. Flere ulike celletyper er benyttet, slik som autologe (kroppsegne)
og allogene (fra andre individer) tumorceller, fibroblaster, autologe lymfocytter
og dendrittiske celler (antigenpresenterende celler). Autologe kreftceller er
vanskelige a fa transfektert i tilstrekkelig antall, og trenden gar mot gkende
bruk av dendrittiske celler (D1-celler). Cytokinene kan pavirke kreftcellene pa
ulike méter, bade direkte og indirekte. Det er flere fase II-studier som er
pabegynt med bruk av cytokingener, og i flere studier er det observert gkt
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spesifikk antitumor-immunitet og i noen tilfeller lokal tumorregresjon hos
enkelte pasienter (IL-2, IL-12, GM-CSF, IFN- y ) (16 — 25). Flere av de nyere
protokollene benytter kombinasjoner av flere cytokiner.

Alloantigener

Fremmede vevsforlikelighetsantigener (alloantigener) er svaert potente til &
stimulere en immunrespons. Ved a overfore gener for alloantigener til
svulstene, enten ved direkte injeksjon i svulsten av DNA i kompleks med
liposomer, eller via celler som er transfektert med slike gener, kan man oppna
bédde en anti-alloantigen respons, men ogsa en respons mot andre
tumorantigener. En serie studier har benyttet liposommediert transfeksjon av
HLA-B7-genet til pasienter som mangler HLA-B7 (93 prosent av den sakalte
kaukasiske rase mangler HLA-B7). Flere fase II-studier og en fase I1I-studie,
der HLA-B7 genterapi kombineres med kjemoterapi, er ogsa i gang. Ved
behandling av malignt melanom (foflekkreft) og ulike karsinomer er det
oppnéadd vellykket genoverforing og uttrykk. Flere pasienter har fatt reduksjon
av svulststarrelsen (27 — 41). Hos noen fa pasienter har man ogsa oppnadd
regresjon av andre svulster enn dem som var injisert.

Tumorantigener

I lgpet av de siste arene er en rekke molekyler som uttrykkes av kreftceller og
som kan medfere spesifikk immunrespons identifisert. Flere kliniske studier er
péabegynt der man benytter adenovirale eller vacciniavirus-baserte vektorer for
a overfore gener som koder for kjente tumorantigener (CEA, MART-1, gp100,
MUC-1 m.fl.) Hovedsakelig er in vivo-behandling benyttet. De fleste av disse
protokollene er i en tidlig fase. Spesifikk antitumor T-cellerespons er bl.a. vist
ved intradermal injeksjon av CEA-genet i en vacciniavirus-vektor, dog hos et
lite antall pasienter (42). Nyere protokoller benytter dels transfeksjon av
dendrittiske celler med gener som koder for tumorantigener, og dels benyttes
ogsd immunisering med nakent DNA (DNA-vaksinasjon).

Celleinteraksjonsmolekyler

Celleinteraksjonsmolekyler spiller en viktig rolle for en effektivimmunrespons.
Det er gjort prekliniske og tidlige kliniske forsgk pa & overfore
celleinteraksjonsmolekyler til svulstceller for & gke cellenes immunogenisitet. I
en nylig publisert undersokelse ved kronisk lymfatisk leukemi ble genet for
CD4o0-ligand (CD154) overfort til kreftceller som sé ble satt tilbake til
pasientene (43). Resultatene viste gkt ekspresjon av kostimulatoriske molekyler
pa kreftcellene (inkludert en naboeffekt pa ikke-transfekterte celler in vivo),
gkte nivaer avimmunstimulatoriske cytokiner i plasma samt reduksjon i andel
leukemiceller i blod og i lymfeknutestarrelse.

Modifiserte antistoff/TCR-gener

Enkelte studier har benyttet genkonstrukter avimmunglobulin (antistoff)- eller
T-celle-reseptorgener. Et interessant prinsipp bestar i 4 benytte sFv (single
chain Fragment variable) av tumoridiotype ved B-celleneoplasier. I en B-
cellesvulst uttrykker alle kreftcellene et identisk immunglobulinmolekyl. Dette
vil derfor representere et unikt tumorantigen (idiotype). Antiidiotypebaserte
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strategier har hatt en viss klinisk suksess ved lymfekreft av B-celletype, og det
er startet genterapistudier basert pa idiotypiske sFv genkonstrukter. Bruk av
sFv genfragmenter alene gir beskjeden immunrespons, men prekliniske data
fra mus, der sFv er koblet til en del av tetanustoksingenet, har vist meget
lovende resultater (44). En klinisk studie basert pa dette prinsippet er nylig
startet, og det planlegges at DNR skal delta i denne studien. Prekliniske forsgk
med kobling av sFv til kjemokiner har ogsa gitt interessante resultater.

Beskyttelse av normalceller

Hoydose kjemoterapi etterfulgt av autolog beinmarg/stamcelle-
transplantasjon, benyttes for utvalgte pasienter hvor annen terapi har liten
sannsynlighet for & lykkes. Best effekt av haydose kjemoterapi oppnas ved hoye
repeterte doser, men med fare for pancytopeni (lavt niva av blodceller)
assosiert med livstruende infeksjoner. For & motvirke dette har man forsgkt
flere strategier for a overfore gener til beinmarg/stamceller i den hensikt &
gjore disse resistente mot de kjemoterapiregimene som benyttes. De gener som
har vaert benyttet, er forst og fremst det sédkalte "multidrug resistance”-genet
(MDR1-genet) og genet for et reparasjonenzym, O 6- metylguanin-DNA-
metyltransferase (MGMT). In vitro-studier har vist effektiv genoverforing til
stamceller ex vivo. De fleste fase I-studiene viser imidlertid liten eller ingen
genoverfgring av de transplanterte cellene in vivo. Et titalls fase I- og fase I/II-
studier er i gang. Disse involverer ca. 50 pasienter med eggstokkreft,
hjernesvulster og lymfekreft. Konklusjonene forelapig er at det er store
problemer med 4 oppna effektiv in vivo-overforing til stamceller, og
forekommer overfeoring, varer den i svert kort tid (45). Andre gener utprgves
preklinisk, men det er derfor tvilsomt om denne strategien er fornuftig a
anvende i fremtiden. De nyeste data pa heydosebehandling av de store
kreftformene som brystkreft og eggstokkreft, viser imidlertid at
hoydosebehandlingen har mindre effekt enn tidligere antatt.

Konklusjon og trender

For genterapi rettet mot tumorsuppressorgener eller onkogener er strategiene
som baserer seg pa 4 tilfore et normalt TP5 3-gen til svulster hvor dette genet er
inaktivert, de mest lovende. Resultatene av de storre pagaende fase II/I1I-
studiene blir viktige for videre veivalg innen denne terapiformen. Effekten av
kombinasjon med annen konvensjonell behandling, som kjemoterapi og/eller
stralebehandling, blir ogsa viktig & evaluere fordi kombinasjonsbehandlingen
kan se ut til 4 gi synergistiske effekter. Identifisering av nye
tumorsuppressorgener som viser seg a vaere inaktivert i et stgrre antall svulster,
vil ogsa etter hvert gi langt flere kandidater for denne type behandling.

De fleste immunterapiprotokollene er tidlige utprgvninger, og for de fleste av
disse foreligger ikke publiserte resultater. Ex vivo-studier har dominert bildet,
men i det siste er det kommet en gkende andel in vivo-studier. Flere av
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studiene har vist akseptabel genoverforing, og spesifikk immunrespons er
rapportert i flere studier. Partielle tumorresponser er oppnadd i noen studier,
og eventuell stabilisering av sykdomsutvikling, uten at effektene kan sies & veere
dramatiske. Stort sett er det observert lokale effekter pa tumor (delvis
tilbakegang av sterrelsen), men i enkelttilfeller er det ogsa observert
tilbakegang av fjernmetastaser. De fleste studier har vist beskjedne
bivirkninger. Spredning av replikasjonskompetente virus til miljeet er ikke
observert. De fleste pasientene som er inkludert i disse tidlige studiene har hatt
langtkommen, metastaserende kreft, og har i tillegg veert gjennombehandlet
med cellegift. Bade stor tumorbyrde og en redusert allmenntilstand er
ugunstige faktorer med tanke pa optimal immunterapi, men forelopig
foreligger ikke data fra pasienter i tidlig fase med sma tumorvolumer. Et annet
problem er hvordan spesifikk immunrespons skal méles, selv om det er gjort
forbedringer i det siste, bl.a nar det gjelder pavisning av antigenspesifikke T-
celler. Videre trender inkluderer blant annet bruk av terapeutiske kreftvaksiner
basert pd DNA-vaksinasjon og genoverfeoring til dendrittiske celler, som er
meget potente antigenpresenterende celler. Videre utproves i stigende grad
kombinasjonsbehandling.

Det er rapportert lovende prekliniske data i dyreforsgk av en kombinasjon av
prodrug genterapi og straleterapi. Det er likevel klart at strategien med
innfering av selvmordsgener krever betydelig preklinisk innsats for den kan
karakteriseres som lovende. Overfgringsseffektiviteten méa gkes, enten ved a
gke kommunikasjonen mellom tumorcellene eller ved & benytte andre
vektorsystemer som adenovirus eller modifiserte lentivirus. Bivirkninger av
adenovirus mé overvinnes, f. eks. ved bruk av nyere generasjoner virus.

Ved ekstern levering av antisensmolekyler vil lokalisering og omsetning av
molekylene bade intracelluleert og i kroppen vare avhengig av molekylenes
kjemiske struktur. Kunstige modifiseringer som hittil er under utprgving har
bestatt av kjemisk modifiserte antisensmolekyler. Trolig vil ogsa
antisensmolekyler modifisert pa flere andre kjemiske mater snart komme til
Kklinisk utprevning. Fosforotioatmolekyler er generelt lite toksiske, og normalt
sees hovedsakelig “immunstimulatoriske” effekter.

Det knytter seg ogsa forventninger til bruk av angiogenesehemmere i
kreftbehandling (46). Eksperimentelle undersgkelser tyder pa at bade vekst av
primertumor, innvekst og metastasering av kreftceller krever nydanning av
blodkar. Karnydanning kan eksperimentelt hindres ved bruk av hemmere, og
modulering av angiogenese er vist & kunne gi tumorregresjon i dyremodeller.
En mulig strategi er 4 tilfore angiogenesehemmere ved hjelp av genterapi.
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