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O wykorzystaniu wiruséw jako czynnikdéw przeciwnowotworowych
zadecydowat m.in. naturalny tropizm wiruséw do komorek okreslonych
tkanek i narzagdéw oraz mozliwos¢ wprowadzania do ich genomoéw
pozadanych modyfikacji genetycznych. Wirusy onkolityczne posiadaja
zdolnos¢ do replikacji w komérkach nowotworowych, prowadzac do ich
lizy. Selektywnos¢ dziatania powoduje, ze leczenie wirusami onkolitycznymi
jest korzystniejsze niz inne metody stosowane w kuracji onkologicznej,
a zwtaszcza mato selektywna konwencjonalna terapia przeciwnowotworowa.
Poczatkowo wykorzystywano wirusy atenuowane, nie poddane modyfikacjom
genetycznym. Drugg generacje wiruséw onkolitycznych stanowity wirusy
zawierajgce wprowadzony transgen, natomiast ich najnowsza generacja
posiada dodatkowo zmodyfikowany kapsyd. Dobre efekty terapeutyczne
u pacjentéw onkologicznych dajg tez terapie wykorzystujgce wirusy
powodujace choroby zwierzat. Obecnie cze$¢ prac doswiadczalnych nad
zastosowaniem wiruséw onkolitycznych w leczeniu nowotwordw znajduje
sie na etapie badan klinicznych.

Artykut ten zawiera przeglad literatury dotyczacej wiruséw onkolitycznych,
uwzgledniajacy najnowsze odkrycia w dziedzinie wirusoterapii oraz
nawiazujacy do wezesniejszych odkry¢ zwigzanych z terapig nowotworéw.

Stowa kluczowe: nowotwory, wektory wirusowe, wirusy modyfikowane
genetycznie

Natural viral tropism to the cells of specified tissues and organs, as well
as the possibility to insert desirable genetic modifications into their
genomes, predispose them as anti-cancer factors. Oncolytic viruses are
capable to replicate in cancer cells which leads to death of such cells. This
specificity has an undeniable advantage over other tools in oncolytic therapy
- especially in comparison with less selective conventional cancer therapy.
The first type of oncolytic viruses used in therapy were attenuated viruses,
but not modified genetically. The second generation contained a transgene
in their genome, whereas the latest contained also a modified capsid.

The presented report contains a review of literature concerning oncolytic
viruses, considering the latest discoveries in the field of virus therapy, and
refers to earlier research related to cancer therapy of various origins, with
the use of oncolytic viruses.
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Wprowadzenie

Nowotwory sg obecnie jedng z najczestszych przy-
czyn zgonoéw ludzi w Polsce i na $wiecie. W ciggu ostat-
nich 20 lat obserwuje si¢ staly wzrost zachorowalnosci
na raka, zwigzany w gléwnej mierze ze starzeniem
si¢ populacji ludzkiej [1]. Pomimo licznych badan
dotyczacych powodéw powstawania, mechanizméw
rozwoju oraz metod walki z chorobami nowotwo-
rowymi, nadal brak jest skutecznego postepowania
gwarantujacego calkowite wyleczenie. Wada kon-
wencjonalnych strategii leczenia nowotworéw jest ich
niska skutecznos¢, a takze selektywnos¢ oraz czeste
remisje choroby po zakonczeniu terapii. Niewielka
efektywnos¢ konwencjonalnego podejscia w leczeniu

choréb nowotworowych stala si¢ jedng z przyczyn
poszukiwania alternatywnych sposobéw terapii.
Intensywne badania w dziedzinie genetyki, biologii
nowotwordw 1 biotechnologii umozliwity m.in. lep-
sze zrozumienie mechanizméw kontrolujacych cykl
komoérkowy i zidentyfikowanie czynnikéw zaanga-
zowanych w proces kancerogenezy. Z kolei poznanie
natury wiruséw i mechanizmoéw infekcji wirusowej
stworzylo podstawe do rozwoju nowych metod tera-
pii przeciwnowotworowej z zastosowaniem wirusow.
Wedtug definicji National Cancer Institute wirus onko-
lityczny to taki typ wirusa, ktéry selektywnie infekuje
i lizuje tylko komérki nowotworowe nie naruszajac
tym samym komorek prawidtowych [2]. Warunkiem
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bezpiecznej terapii wirusowej jest zatem zastoso-
wanie wirusow o wysokiej specyficznosci wzgledem
strukturalnie i funkcjonalnie zmienionych komoérek
nowotworowych oraz wzmocnienie ich tropizmu na
drodze modyfikacji genetycznych. Pozadana jest takze
taka modyfikacja wirusa, ktéra umozliwi wywotanie
lizy zainfekowanych komoérek. Wektory wirusowe
mogg stanowi¢ nosnik dla czynnikéow wywotujacych
$mier¢ komérki, indukowaé specyficzng odpornosé
przeciwnowotworowg badz zwigkszaé¢ wrazliwos¢
komorek rakowych na chemioterapie [3]. Wektory
takie tworzy si¢ gléwnie w oparciu o adenowirusy,
herpeswirusy, adenowirusy i retrowirusy [4].

Geneza zastosowania wirusow w onkologii

Koncepcja wykorzystania wiruséw w terapii
nowotwordéw narodzita si¢ na poczatku XX wieku.
W 1912 roku w zaledwie kilkanascie lat po odkryciu
pierwszego wirusa wloski ginekolog Nicola De Pace
przedstawit ciekawy przypadek pacjentki, u ktérej
nastgpila spontaniczna remisja raka szyjki macicy
[5]. Lekarz powigzat regresje guza z wezesniejszym
podaniem pacjentce atenuowanej szczepionki na
wicieklizne. Byt to pierwszy udokumentowany przy-
padek remisji nowotworu zwigzany z onkolityczny-
mi wlasciwosciami wirusa [6]. De Pace zachecony
wezesniejszym odkryciem przeprowadzil kolejne
badania u nastepnych o§miu pacjentéw chorych na
raka, niestety nie uzyskat zadowalajacych rezultatow
[5]. Nastepnie w latach dwudziestych zrealizowano
kolejne eksperymenty potwierdzajace zdolno$¢ wiru-
sow do infekowania i lizy nowotworéw [7]. W 1922
roku Levaditi i Nicolau opublikowali wyniki badan,
w ktérych zaprezentowali zdolnos¢ wiruséw krowian-
ki i opryszczki do replikacji w guzach i mig$niakach
skory myszy. Naukowcy zauwazyli, Zze nowotwory
zarazone wirusem rosty wolniej w poréwnaniu do
kontroli [ 8]. Podobne wyniki zaobserwowano réwniez
w przypadku chtoniaka Burkhita i choroby Hodgkina
zainfekowanego wirusem odry [ 9]. Na podstawie tych
obserwacji zaczeto stosowaé wiroterapie u pacjentow
chorych na raka, jednakze bez wigckszych sukcesow.
Na negatywny wynik badan wptyn¢to powstawanie
stanéw zapalnych w zdrowych tkankach organizmu
pacjenta [ 10]. W kolejnych latach ogromny wptyw na
postep badan miat rozwéj technik mikroskopowych
i metod hodowli komérkowej. Utatwito to procedure
izolacji i scharakteryzowania poszczegdlnych wiru-
sow. Punktem zwrotnym okazaly si¢ eksperymenty
Moore’a zaprezentowane w 1949 roku. Wyniki badan
jednoznacznie przedstawialy calkowits i selektywna
lize mysich komoérek migéniaka, ktérego zainfekowa-
no wirusem Dalekowschodniego Zapalenia Mézgu.
Moore rozszerzajac badania na pie¢ innych typow
mysich guzéw potwierdzil, ze zniszczenia ograniczaty
si¢ jedynie do nowotworu. Pomimo ze, ostatecznie
myszy umarly na zapalenie mézgu, to definitywnie

rozpoczela si¢ era badan nad wirusami onkolitycznymi
[10]. Wraz z opracowaniem nowych modeli i metod
replikacji wirusa w latach 50. i 60. przetestowano
wiele wiruséw pod katem skutecznosci u pacjentéw
chorych na raka [11, 12]. Jednym z najbardziej
znaczacych badan klinicznych byta terapia zapre-
zentowana w 1956 r. przez National Cancer Institute,
w ktorej pacjentkom chorym na raka szyjki macicy
wstrzykiwano rézne serotypy dzikiego typu adeno-
wirusa. U ponad potowy pacjentek, u ktérych podano
adenowirusa nastgpila regresja guza bez widocznych
skutkéw ubocznych. Podezas gdy nie zaobserwowano
zadnych zmian w grupie kontrolnej leczonej nieak-
tywna forma wirusa. Jednakze u wszystkich pacjentek
w krotkim czasie po pierwotnej regresji, nastapila
wtérna progresja nowotworu [ 7 ]. Nastepnie w latach
60.170. XX w. z powodu braku obiecujacych wynikow,
niskiej skutecznosci i przez wysoki odsetek powiktan
wynikajacych z zastosowania dzikich typoéw wiruséw
zrezygnowano z terapii z zastosowaniem wirusow
onkolitycznych [8, 11]. Na kolejny przetom w tej
dziedzinie nalezalo poczekad, az do momentu roz-
woju ery inzynierii genetycznej [ 13]. Pod koniec lat
dziewigcdziesiatych XX w. nastapil znaczny przetom
w wiroterapii, w duzej mierze za sprawg szczegétowego
zapoznania si¢ naukowcow z interakcjami pomiedzy
wirusem, a gospodarzem, a takze zglebienia biologii
molekularnej nowotworéw. Te osiggnigcia dopro-
wadzily do wznowienia prac nad terapeutycznym
wirusem onkolitycznym i w relatywnie krétkim czasie
do rozpoczecia badan klinicznych na ludziach [12].
Pierwszym genetycznie zmodyfikowanym wirusem
onkolitycznym byt wirus brodawczaka HSV-1 z delecja
genu kinazy tymidynowej [ 14], atentowana neurowi-
rulencjg i tropizmem do mysiego glejaka [15]. Kilka
lat p6Zniej adenowirus Onyx 015 stat sie pierwszym
zmodyfikowanym wirusem onkolitycznym, ktory
przetestowano w badaniach klinicznych na pacjen-
tach chorych na raka. W miedzyczasie odkryto, ze
pewne RNA wirusy, badz ich naturalnie wystepujace
atentowane mutanty posiadaja wrodzony tropizm do
nowotworu [ 16]. W 2005 adenowirus H101 z delecja
genu E1B 55K zatwierdzono jako pierwszy na §wiecie
wirus onkolityczny stosowany w terapii nowotworéw
glowy i szyi w skojarzeniu z chemioterapia [17].

Wirusy onkolityczne

Terapia onkolityczna oparta jest na naturalnej
zdolnosci wiruséw do infekowania, replikacji, a osta-
tecznie do lizy komérek gospodarza [18]. Ogodlnie
wirusy onkolityczne mozna podzieli¢ na dwie grupy:
naturalnie wystepujace m.in. dwuniciowe RNA wirusy
(np. Reowirus), jednoniciowe RNA wirusy (np. NDV;
VSV), atakze genetycznie zmodyfikowane DNA wiru-
sy (Adenowirus, Vaccinia, HSV) [19, 20]. Naturalnie
wystepujace czy genetycznie zmodyfikowane wirusy
onkolityczne w teorii posiadaja terapeutyczng prze-
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wage w poréwnaniu do standardowych metod leczenia
nowotworu [14]. Wraz z wykorzystaniem technik
inzynierii genetycznej, a takze wraz ze wzrostem zro-
zumienia funkcjonowania replikacji wiruséw, zdolnos¢
do projektowania nowych wiruséw onkolitycznych
wydaje si¢ by¢ nie ograniczona, a sama metoda bardzo
obiecujgca [9]. Jedynie kilka wiruséw posiada natu-
ralne preferencje do replikowania si¢ w komoérkach
nowotworowych. Niektére za$ nabierajg takiego tro-
pizmu dopiero po serii pasazy przeprowadzonych na
nowotworowych liniach komérkowych np. wirus odry,
swinki, NDV, VSV, reowirus. Jednakze wiele wiruséw
jest pozbawione narzedzi do selektywnego wigzania
si¢ z epitopami komérek nowotworowych. Aby zaad-
aptowac takie wirusy do terapii onkolitycznych, nalezy
zmieni¢ ich naturalny tropizm poprzez modyfikacje ge-
netyczne badz modyfikacje biatek powierzchniowych
wirionu [ 19, 21]. Dodatkowo do genomu wirusowego
wprowadza si¢ takze geny samobdjcze czy geny koduja-
ce stymulatory immunologiczne [ 9]. Takie wirusy dzia-
taja bezposrednio, specyficznie niszczac komoérki no-
wotworowe badz stymulujac i wzmacniajac odpowiedz
immunologiczng [22, 23]. W ciagu ostatniej dekady
wiele wiruséw onkolitycznych byto analizowanych pod
katem wykorzystania jako potencjalnej metody lecze-
nia raka, a niektére z nich sg nadal w trakcie badan
klinicznych. Na atrakcyjnos¢ tej metody wplywa fakt
ze terapie wirusowa mozna jednocze$nie potaczy¢ ze
standardowymi lekami przeciwnowotworowymi stoso-
wanymi w chemioterapii. Adenowirusy, herpeswirusy
i retrowirusy sg intensywnie badane od lat, natomiast
badania wirusa krowianki i parvoviruséw sg na etapie
wstepnym [24].

Strategie zastosowania wirusow
onkolitycznych

W terapii przeciwnowotworowej wykorzystuja-
cej wirusy onkolityczne stosuje si¢ rézne strategie.
Pierwsza metoda nazywana ukierunkowaniem trans-
dukcyjnym opiera si¢ na wybiérczym rozpoznawa-
niu przez czasteczki adaptorowe znajdujace si¢ na
powierzchni wirusa konkretnych epitopéw komoérek
guza, zapewniajac tym samym bezpieczenstwo dla
komorek prawidtowych [25]. Jest to bardzo ciekawa
metoda specyficzna zaréwno dla wirusa jak i dla ko-
morki rakowej. Czasteczka adaptorowa zawiera dwie
domeny: jedng potaczong z wirionem i druga taczaca
si¢ z konkretnym epitopem na powierzchni komorki.
Sktad takiego biatka moze by¢ bardzo urozmaicony,
w zalezno$ci od charakteru domen. Domena wigzgca
wirus w swojej budowie zawiera rozpuszczalne czesci
receptora tzw. pseudoreceptor, polimery np. PEG,
fragmenty przeciwcial w tym scFvs czy Fab. Czes¢
z zastosowanych czasteczek adaptorowych sa to natu-
ralne peptydy; ligandy witaminowe, a takze fragmenty
przeciwcial scFvs czy Fabs. Specyfika dwoch réznych
antygen6w jest osiagnieta albo poprzez polaczenie

chemicznie ramion, badz poprzez polaczenie dwoch
czesci w jedno biatko, czgsto z elastycznym elementem
taczacym. Domeny laczgce sie z epitopami przewaznie
sg zakonczone C koncami [21]. Przykladem takich
modyfikacji jest wirus HSV-1, ktéry posiada tak zmo-
dyfikowane biatka powierzchniowe, aby rozpoznawa¢
receptory powierzchniowe na interleukine-13 (IL-13)
znajdujace si¢ na komérkach nowotworowych guza
mozgu. Metoda ta dzigki zamianie tropizmu wirusa
oferuje rowniez wykorzystanie bardziej wirulentnych
wiruséw [26]. W przypadku wirusa Odry zmodyfi-
kowano biatko receptorowe H (Hemaglutynine), tak
aby petnito funkcje liganda receptoréw czynnikow
wzrostu [24].

W drugiej strategii okreslanej mianem ukierun-
kowania transkrypcyjnego, wirusy sa poddawane
modyfikacjom genetycznym, ktére sprawiaja, ze
aktywacja czyli transkrypcja ich genéw staje sie
mozliwa wylacznie w komérkach nowotworowych.
Selektywnos¢ ta jest uzyskiwana na drodze modyfi-
kacji genetycznych wirusa, gdzie w genom wirusowy
wprowadza si¢ promotor charakterystyczny dla dane-
go nowotworu kontrolujacy ekspresje gendw istotnych
dla replikacji wirusa [ 26 ]. Metoda ta jest najbardziej
dostosowana dla wiruséw, u ktérych w terapii stosuje
sie maksymalne dawki tolerancyjne [ 16]. Przyktadem
takim jest zmodyfikowany adenowirus posiadajacy
ograniczong ekspresje genow E1A i E1B, wykorzy-
stujacy promotory specyficzne dla prostaty takie jak
antygen PSA, promotor probazyny i kombinacje obu
tych promotoréw [25]. Selektywng ekspresje biatka
E1A prébowano takze w raku watrobokomérkowym
(promotor Alfa fetoprotein), i raku piersi (promotor
mucyn-1 i promotor receptora estrogenu). Ponadto w
modyfikacjach genetycznych adenowirusa wykorzy-
stywano promotor telomerazy i promotor elementow
odpowiedzi na czynniki indukowane hipoksja (HRE).
Z kolei w przypadku wirusa HSV umieszczono eks-
presje istotnych wezesnych genéw ICP4 pod kontrolg
promotora albuminy, ograniczajac replikacje tylko do
komorek raka watrobokomoérkowego. W podobnym
badaniu promotor kalponiny wykorzystano w mody-
tikacji wirusa HSV, ktory selektywnie replikowal sie
tylko w ludzkich nowotworowych tkankach migkkich
i guzach kosci [26].

Inny mechanizm dzigki ktéremu wirusy onkoli-
tyczne przyczyniajg si¢ do Smierci komérek nowotwo-
rowych to inicjowanie specyficznej i niespecyficznej
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej.
Komoérki nowotworowe sg z natury mato immunogen-
ne, gdyz posiadaja niski poziom antygenéw kompleksu
zgodnosci tkankowej aktywujacych lokalng odpowiedz
immunologiczng. Stabo réwniez indukuja sygnaty
pobudzajace cytokiny. W czasie replikacji adenowi-
rusow wytwarzane jest biatko E1A, ktére zwigksza
wrazliwo$¢ komérek na czynnik martwicy nowotworu
(TNF) [27]. Indukcja specyficznej odpowiedzi immu-
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nologicznej moze przyczynic sie do dtugotrwatej obro-
ny przed nawrotem nowotworu. Peptydy wirusowe sg
prezentowane na powierzchni komérek z kompleksem
biatek MHC klasy I gtéwnego kompleksu zgodnosci
tkankowej. Kompleks ten rozpoznawany jest przez
limfocyty cytotoksyczne (CTL), ktdre niszczg trans-
dukowane wirusem komérki nowotworowe [ 28].

Wigksze zainteresowanie wirusami onkolitycz-
nymi wigze si¢ z docenieniem ich potencjatu terapeu-
tycznego. Jest to szczeg6lnie widoczne w przypadku
wirusa krowianki, gdzie zdolnos$¢ do szybkiego i de-
strukeyjnego rozprzestrzeniania si¢ w tkance docelo-
wej oraz zdolno$¢ do wytwarzania silnej odpowiedzi
immunologicznej sprawia, ze wirus ten staje si¢ potez-
nym narzedziem immunoterapii nowotworéw [29].
Coraz wigcej dowoddw wskazuje na to, ze odpowiedz
immunologiczna gospodarza moze mie¢ kluczowe
znaczenie dla skutecznosci terapii. Chociaz odpo-
wiedz organizmu moze szybko ograniczy¢ replikacje
wirusa, obnlza]qc tym samym skutecznos¢ leczenia.
Nalezy réwniez pamigtaé, ze moze wywotacé silne efek-
ty immunologiczne niszczgce te komorki raka, ktore
nie ulegly lizie w wyniku infekcji wirusowej [ 30].

Molekularne podstawy replikacji wirusa
wewnatrz komorki nowotworowej

W konstrukeji wirusa onkolitycznego postano-
wiono uwzgledni¢ aktywno$¢ komérkowy telomerazy.
Aktywacja telomerazy uwazana jest za istotny krok
w procesie kancerogenezy poprzez wydtuzanie koncéow
telomerowych, a jej aktywno$¢ jest Scisle zwigzana
z ekspresja ludzkiej odwrotnej transkryptazy telome-
razy (hTERT) [31]. Gen hTERT koduje katalityczng
podjednostke biatkows telomerazy (polimeraze),
ktora wydtuza i stabilizuje konce telomeréw. Biatko
to podlega silnej ekspresji tylko w komérkach nowo-
tworowych [32]. Zidentyfikowano wiele czynnikéw
ktore, posrednio badz bezposrednio reguluja promotor
hTERT. Sg to m. in. komérkowe aktywatory transkryp-
¢ji (c-Mye, Spl, HIF-1, AP2, ER, Ets), a takze repre-
sory transkrypcji, ktorych wigkszo$¢ z nich stanowi
produkty genéw supresorowych nowotworu, takich
jak m.in. biatko p53 czy WT1 [33]. Wirus OBP-301
(Telomelizyna) zmodyfikowany adenowirus typu 5
posiada w swoim genomie promotor hTERT, ktéry
kontroluje ekspresje genéw wirusowych E1A i E1B,
geny te dodatkowo sg potaczone w genomie z sekwen-
cja IRES [34]. Ponadto Telomelizyna jest pierwszym
replikacyjno-kompetentnym adenowirusem, ktory
utrzymuje w pelni funkcjonalny wirusowy region E3
[32]. W sytuacji, gdy komorki nowotworowe posiadaja
naturalnie zwigkszong aktywnos¢ telomerazy, aktywuja
promotor (hTERT), zmuszajac aparat komérkowy do
syntezy przede wszystkim bialek wirusowych. Przez
co prowadza do selektywnej replikacji i onkolitycznej
$mierci komoérek nowotworowych [ 31]. Badania in vitro
potwierdzily wybidrcza infekeje 1 bezposrednig cytolize

tylko w komérkach nowotworowych. W doswiadcze-
niach przeprowadzonych na zwierzetach bezposrednia
iniekcja wirusa do guza wirusa Telomelizyny przeja-
wiata aktywnos¢ przeciwnowotworows bez znaczacej
toksycznosci dla zdrowych organéw. Zaobserwowano
takze obecno$¢ biatek wirusowych, a zatem replikacje
wirusa w tkankach nowotworowych znajdujacych sig
poza miejscem wstrzykniecia [ 32 ]. Pierwsza faza badan
klinicznych wirusa OBP-301 u pacjentéw z zaawanso-
wanym zwartym guzem zostaty niedawno zakonczone,
raporty wskazuja ze wirus ten jest dobrze tolerowany
przez pacjentéw chorych na raka [34].

Kolejny mechanizm za pomoca, ktérego wirusy
onkolityczne moga niszczy¢ komérki nowotworowe
to synteza bialek podczas replikacji wirusa, ktore sa
bezposrednio cytotoksyczne dla komérek nowotwo-
rowych. Przyktadowo adenowirusy typu 5 koduja gen
dla biatka E3 i gen dla biatka E4orf4, ktorych ekspresja
przyczynia si¢ do $mierci komérek nowotworowych
[35, 36]. Bialko E3 11,6 kDa kodowane przez ade-
nowirusy bierze udziat w ubikwitynacji, bedacej pro-
cesem powstawania tancuchéw poliubikwitynowych,
ktore sg sygnatem do degradacji biatek [ 37 ]. Réwniez
biatko E4orf4 14 kDa kodowane przez 4 otwarte ramki
odczytu w regionie E4 genomu adenowirusow, wspot-
pracuje z wirusowym biatkiem E1A i promuje $mier¢
komorki przez apoptoze w przypadku niewystarczaja-
cej ekspresji biatka p53 [ 38]. Indukcja apoptozy przez
biatko E4orf4 adenowirusa jest specyficzne dla komo-
rek zarazonych wirusem, wymaga interakcji z biatkiem
fosfatazy PP2A [39] i przebiega w szlaku niezaleznym
od biatka p53 [35]. Biatko to aktywuje¢ kaspaze-8 oraz
aktywuje szlak FADD wywotujacy $mier¢ komorek
nowotworowych. Molekularny mechanizm $mierci
komorek raka za posrednictwem biatka E4orf4 kodo-
wanego przez adenowirusa moze stac sie, wigc nowg
strategia terapii nowotworéw [40].

Przyklady zastosowania terapii wirusowe;j
w leczeniu réznych typéw nowotworow

Rak prostaty jest drugim w kolejnosci najczest-
szym nowotworem powodujgcym $mieré u mezczyzn
[41]. Nawr6t choroby nastqpuje przy zastosowaniu
konwencjonalnej terapii w ciggu 5 lat u 14-34% pacjen-
tow. Dlatego tez konieczne jest poszuklwame nowych
metod leczenia. Zwlaszcza, ze brak jest skutecznej
terapii dla miejscowo zaawansowanego lub przerzu-
towego raka prostaty. Nowotwor ten jest obiecujacym
celem terapii wirusowej, gdyz guz jest tatwo dostepny
dla metod terapeutycznych. Zastrzyki zawierajace
wirusa mozna wprowadzi¢ miejscowo do guza, a dzigki
nieinwazyjnym technikom takim jak USG czy rezo-
nans magnetyczny mozna tatwo monitorowaé postep
leczenia. W terapii wirusowej tego nowotworu stosuje
sie wirus odry, ktorego zaletg jest mozliwos¢ tatwej
modyfikacji genetycznej z jednoczesnym zachowa-
niem znacznej aktywnosci onkolitycznej. Okreslenie
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ekspresji genéw wirusa odry w komérkach guza stato
sie mozliwe poprzez jego modyfikacje genetyczna. Do
wirusa wprowadzono gen kodujgcy antygen ptodowo-
rakowy (CEA), ktory jest rozpuszczalnym markerem
nie posiadajacym aktywnosc1 blologlczne], ajego nor-
malne stezenie w surowicy krwi wynosi 3 ng/ml. Re-
plikacja zmodyfikowanego wirusa odry w komérkach
nowotworowych skutkowata produkeja tego antygenu
do surowicy krwi, ktéra nastepnie mozna byto bardzo
tatwo oznaczy¢, a posrednio okresli¢ ekspresje genéw
wirusa [42]. Przeciwnowotworowe dziatanie wirusa
odry byto analizowane takze w przypadku szpicza-
ka mnogiego oraz czerniaka i obecnie znajduje si¢
w trakcie badan klinicznych [9].

W terapii czerniaka wirus odry powodowat
uwolnienie cytokin zapalnych, wzmacnial wrodzone
dziatanie przeciwnowotworowe organizmu cztowieka
oraz przyczynial si¢ do apoptozy komérek nowotwo-
rowych [43].

Wirus opryszczki (Herpes Simplex Virus) jak dotad
wykorzystywany jako wektor wirusowy w ekspery-
mentalnych terapiach genowych m.in. raka jajnika
i raka szyjki macicy znalazt zastosowanie jako wirus
onkolityczny. HSV jest bezpieczny oraz efektywny
i moze by¢ tatwo manipulowany tak, aby preferowat
replikacje tylko w komérkach nowotworowych. Moze
by¢ réwniez stosowany w przypadku nowotwordéw
trudno dostepnych o wysokiej agresywnosci [44].
W niektérych modelach zwierzecych nowotworéw
systemowych, wykazano uzyskanie specyficznej
odpowiedzi immunologicznej przy udziale zmody-
fikowanego genetycznie wirusa HSV-1 [45]. Jest to
neurotropowy wirus DNA, posiadajacy korzystne
wlasciwosci uzyteczne zardbwno w terapiach geno-
wych, jak i onkolitycznych. Wirus HSV-1 jest wirusem
bardzo szybko rozprzestrzeniajagcym si¢ po calym
organizmie. Uzyskana poprzez manipulacje genetycz-
ne selektywno$¢ naturalnie cytotoksycznego wirusa
HSV-1, sprawia, ze staje si¢ on dobrym kandydatem na
efektywny wirus onkolityczny. Zaletami tego wirusa sa
ponadto: duzy rozmiar genomu (152 kb, zawierajacy
ponad 80 genéw) [ 16], wysoka zdolnos¢ infekowania
komorek, mechanizm kontroli replikacji oraz brak
genu kinazy tymidynowej. Delecja genu kinazy tymi-
dynowej powoduje, ze wirus moze wydajnie replikowaé
si¢ tylko w komoérkach pod kontrolg szlaku sygnato-
wego EGFR/Ras, ktory jest powszechny w komarkach
nowotworowych [13]. Takie cechy wirusa HSV-1
daja, wiec bardzo duze mozliwosci skutecznej walki
z nowotworami moézgu [46].

Z kolei wirus (NDV) powodujacy rzekomy pomér
drobiu (Choroba Newcastle) posiada interesujace
wlasciwosci przeciwnowotworowe i stymulujgce dla
uktadu immunologicznego [47 |. Naukowcy zaintere-
sowali sie tym wirusem ze wzgledu na jego zdolnosci
do zdecydowanie szybszej replikacji w komérkach
nowotworowych w poréwnaniu do komérek prawid-

fowych. Wirus NDV potrafi replikowac sie 10000 razy
szybciej w komdrkach zmienionych nowotworowo niz
w wigkszo$ci komoérek prawidlowych. Pierwsze donie-
sienia o efektywnosci wirusa w leczeniu nowotworow
pojawity si¢ w literaturze w latach 50, wstrzyknieto
wtedy wirus NDV i adenowirus bezposrednio do
guza macicy, w rezultacie nastgpita cz¢sciowa nekroza
i ztuszczanie komorek. Jednakze po pewnym czasie
nowotwor wrécit do pierwotnych rozmiaréw. Mogto to
by¢ spowodowane produkeja przeciwciat neutralizuja-
cych, ktére hamowaty aktywnos¢ onkolityczng wirusa
NDV. Nastepnie w ciagu kolejnych lat pojawito si¢
wiele kolejnych doniesien w literaturze $wiadczacych
o mozliwosci wykorzystania wirusa NDV w leczeniu
nowotworéw [48]. Obiecujgce rezultaty przyniosty
badania kliniczne w ktérym stosowano szczepionke
zawierajaca atenuowany szczep MTH-68/N wirusa
NDV u pacjentéw z zaawansowanymi nowotworami.
Posrod 55% pacjentow ktérym podawano wirusa za-
obserwowano korzystne efekty (regresje guza ibrak
przerzutéw). Ponadto zaobserwowano u nich wigk-
sz3 przeiywalnoﬁé w ciggu kolejnych dwoch lat. Co
wigcej u znacznej liczby pacjentéw w porownaniu
do kontroli, ktore] podawano placebo poprawito sig
samopoczucie (u 45% pacjentéw) i zmniejszyta si¢
odczuwalnosé bolu (u 33% pacjentéw). Prawdopodob-
ny przeciwnowotworowy mechanizm dziatania ate-
nuowanego wirusa NDV moze polega¢ na stymulacji
immunologicznej i uwalnianiu cytokin prozapalnych
(IFN; TNF; IL-1) [49].

Dzigki zastosowaniu metod inzynierii genetycznej
uzyskano forme wirusa zdolnego do infekowania i za-
bijania komorek glejakow ztosliwych. Wirus pecherzy-
kowatego zapalenia jamy ustnej (VSV) w naturalnej
postaci zabija komorki réznych typy nowotworéw,
ale jest niebezpieczny dla catego organizmu. Dlatego
tez dzigki zastosowaniu metod inzynierii genetycznej
stworzono mutanta wirusa VSV A M51 z delecja poje-
dynczego aminokwasu metioniny w biatku wirusowym
M. Jedng z funkcji tego biatka jest blokowanie trans-
portu mRNA IFN B z jadra do cytoplazmy, zapobie-
gajac tym samym odpowiedzi komorki na interferon.
Delecja 51 metioniny w biatku M wirusa VSV AM51
znosi blokowanie i przywraca odpowiedZz komoérki
na INFE. Dzi¢ki modyfikacji genetycznej wirus VSV
zakazal i zabijat jedynie komorki nowotworowe ze
wzgledu na uposledzony szlak interferonowy:

W badaniach nad mozliwoscig wykorzystania mu-
tantéw wirusa VSV w leczeniu glejakéw ztosliwych,
oceniono podatno$¢ 14 linii komérkowych glejakow
ztosliwych na dziatanie zmodyfikowanego wirusa
i otrzymano pozytywne wyniki. Ponadto mutanta wi-
rusa VSV badano na mysim modelu raka jajnika oraz
raka jelita grubego. Zmodyfikowany wirus, podawany
ustrojowo dozylnie doprowadzit do petnego i trwatego
wyleczenia wigkszosci zwierzat facznie z przypadkami
nowotworu, ktore byly wieloogniskowe i przerzutujace
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[50]. Wyzwaniem zwiazanym z tym rodzajem terapii
jest konieczno$¢ rozwoju trwatej odpowiedzi immu-
nologicznej w stosunku do guza nowotworowego.
Wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej jest
prototypem wirusa onkolitycznego, ktory reprezentuje
rézne mechanizmy lityczne w tym: bezposrednia lize
komorek, niedotlenienie guza nowotworowego wyni-
kajacego z faktu zniszczenia naczyn guza oraz uwol-
nienie cytokin zapalnych. Pomimo tych wlasciwosci,
wytwarzanie trwatej odpornosci przeciwnowotworo-
wej mozliwe jest tylko w sytuacji, gdy zmodyfikowany
wirus na powierzchni wirionu prezentu]e antygen
nowotworowy. Leveille i wsp. starali si¢ w warunkach
in vitro zwigkszy¢ liczbe zwigzanych z nowotworem
komoérek dendrytycznych oraz poprawi¢ prezenta-
cje antygenéw nowotworowych poprzez potaczenie
terapii wirusem onkolitycznym z rekombinowanym
ligandem (rFlt3L Fms-like tyrosine kinase 3 ligand).
Czynnik ten jest odpowiedzialnym za wzrost i roz-
przestrzenianie si¢ komoérek dendrytycznych. Wyniki
uzyskane przez Leville i wsp. pokazuja, ze wirus VSV
zaburza funkcje komoérek dendrytycznych i blokuje
prezentacje antygendw nowotworowych, przez co
nie jest zdolny do wytworzenia trwatej odpornosci
przeciwnowotworowej [ 51].

Skuteczno$¢ terapeutyczng zmodyfikowanego
genetycznie wirusa Vaccinia GLV-1h68 przeanalizo-
wano na dwéch liniach raka watrobowo-komorkowego:
HuH7 i PLC/PRE/5 (PLC) jak réwniez na kseno-
gennym modelu nowotworu. W przeprowadzonych
badaniach pod katem proliferacji i cytotoksycznosci
wykazano zdolnos$¢ wirusa GLV-1h68 do kolonizacji,
replikacji i lizy komérek nowotworowych. Podanie
wirusa GLV-1h68 myszy doprowadzito juz po pierwszej
iniekcji do znacznego zmniejszenia wielkosci guza
pierwotnego w stosunku do kontroli. Ponadto replika-
cjawirusa GLV-1h68 wyzwolila silng odpowiedZ immu-
nologiczna i powstanie odczynu zapalnego. W miejscu
zapalenia wykryto r6zne rodzaje cytokin prozapalnych
iznaczng kumulacje komérek immunologicznie kom-
petentnych. Co wigcej, wykazano ze infekcja komorek
nowotworowych PLC wirusem GLV-1h68 przyczynita
sie do znacznego zmniejszenia gestosci naczyn krwio-
nos$nych. Optymistyczne efekty badan wskazuja na to,
ze wirus vaccinia GLV-1h68 posiada ogromny potencjat
w terapii raka watroby u ludzi [ 52].

Zespot Curiela z Gene Therapy Center w University
of Alabama opracowal adenowirusy wiazace si¢
z komérkowymi biatkami transbtonowymi, zwanymi
integrynami. Czasteczki te utatwiaja komorkom przy-
wieranie do siateczki tkankitgcznej, zwanej macierza
zewnatrzkomoérkows, organizujacej komoérki w spdjna
tkanke. Chociaz integryny s wytwarzane réwniez
przez zdrowe komorki, to wykazano nasilenie syntezy
tego biatka w komoérkach guza tworzacego przerzuty.
Grupa badaczy z University of Alabama uzyskata
obiecujgce wyniki, podajac zmodyfikowane wirusy my-

szom z indukowanym ludzkim rakiem jajnika. Wirusy
selektywnie replikowaly si¢ 1 zabijaly tylko komorki
zmienione nowotworowo, dzieki czemu nastepowata
remisja choroby [53].

Z kolei w przypadku terapii wirusowej czerniaka
naukowcom udato si¢ wprowadzi¢ zmiany w genomie
adenowirusa, w ktorych promotor enzymu z melanocy-
tu zostat polaczony z genami niezbednymi wirusowi do
replikacji. Odpowiedni komplet czynnikéw transkryp-
cyjnych aktywowal promotor, a przez to uruchamiat
syntezg istotnych biatek dla wirusa. Dzigki czemu wirus
mogt replikowac si¢ wyltacznie wewnatrz melanocytow.
Obecnie trwaja prace nad wiaczeniem w genom adeno-
wiruséw rozmaitych promotoréw, ograniczajacych ich
dziatanie do okreslonych narzadéw lub tkanek [53].
Wiele badan wykazato bardzo dobre cechy adenowi-
rusow w leczeniu guzéw nowotworowych opornych na
dotychczasowe metody leczenia. Rein i wsp. przeprowa-
dzili eksperyment dotyczacy wplywu wirusa onkolitycz-
nego u pacjentéw z opornym na chemioterapie rakiem
jajnika. Okazalo sig, ze adenowirus Ad5/3MDR1E1 jest
skutecznym i bezpiecznym sposobem terapii komorek
nowotworowych charakteryzujacych si¢ wielolekowa
opornoscig [ 27]. Jednakze z drugiej strony niepokojace
wydaja si¢ doniesienia w literaturze opisujace przypadki
nabycia opornosci nowotworéw na adenowirusy onko-
lityczne [ 54].

Skutecznos¢ terapii z wykorzystaniem
wirusow onkolitycznych

Chociaz skuteczno$¢ wiruséw onkolitycznych
zostala wykazana na modelach zwierzecych, to w przy-
padku ludzi efekt ten jest juz duzo mniejszy, zwlaszcza
biorac pod uwage zastosowanie monoterapii. Aby
zwigkszy¢ skutecznos¢ dziatania wiruséw onkolitycz-
nych postuluje si¢ wykorzystanie ich w kuracji skoja-
rzonej z innymi metodami. Pierwsza strategia zaktada
wykorzystanie wiruséw onkolitycznych w potaczeniu
ze standardowa chemioterapig i radioterapia. Druga
strategia obejmuje identyfikacje i ukierunkowanie na
czynniki ograniczajace aktywnos¢ wirusoéw onkolitycz-
nych. Z kolei trzecie podejscie zaktada wykorzystanie
wiruséw onkolitycznych do wzmocnienia odpowiedzi
immunologicznej organizmu, oraz uzyskaniu synergii
z innymi formami immunoterapii nowotworéw. Po-
mimo, ze najtatwiejszg droga wydaje sie skojarzenie
terapii wirusowej z chemioterapig czy radioterapia to
w przypadku niektérych chemioterapeutykéw czy pro-
mieniowania moze to negatywnie wptywac na replika-
cje wirusa, a przez co na catg metode leczenia [22].

Biorgc pod uwage liczne doswiadczenia w onko-
logii, zastosowanie monoterapii rzadko okazuje si¢
skuteczne, szczegdlnie w przypadku zaawansowanych
stadiow choroby. Potaczenie wielu rodzajéw leczenia
sprawifo znaczng poprawe w zakresie standardowych
zabiegbéw pielegnacyjnych dla wielu typoéw raka.
Pierwsze kuracje taczone stanowily potaczenie kil-
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ku chemioterapeutykéw. Wraz z rozwojem bardziej
selektywnych substancji, lepsze rezultaty dawato
wykorzystanie nowych lekéw, mniej toksycznych
w polaczeniu z bardziej klasycznymi cytostatykami.
Wilaczenie wiruséw onkolitycznych do chemiote-
rapii moze réwniez prowadzi¢ do synergistycznego
oddziatywania pomimo odmiennego mechanizmu
aktywnosci. Sukces kombinacji wirusa onkolitycznego
ichemoterapeutyka zalezy w duzej mierze od wyboru
konkretnego wirusa i substancji czynnej w zaleznosci
od typu i stadia zaawansowania nowotworu. Pozna-
nie mechanizméw synergii bedzie bardzo istotne
w celu maksymalizacji efektywnosci terapeutycznej
wirus-lek. Czes¢ prowadzonych badan klinicznych
jest obecnie skierowana na wzrost synergii pomiedzy
wirusami onkolitycznymi, a konkretng chemioterapia
[55]. Dequchiiwsp. badat skojarzenie onkolitycznego
wirusa HSV z inhibitorem angiogenezy Bevacizuma-
bem i otrzymat bardzo dobre wyniki w leczeniu raka
zoladka. Bewacizumab nie wplywat bezposrednio na
replikacje wirusa, a poprzez hamowanie angiogenezy
guza zapobiegal ogélnoustrojowemu rozprzestrzenia-
niu sie wirusa HSV na zdrowe tkanki [56]. Z kolei
w celu zwiekszenia skutecznos$ci adenowiruséw on-
kolitycznych zaproponowano zastosowanie blokeréw
kanatu wapniowego w tym Werapamilu. Badania
przeprowadzone na zwierzetach i ludziach wykazaty,
ze jest on bezpieczny i bardzo dobrze tolerowany.
Prowadzi do zwigekszenia miana wirusa we krwi, co
powoduje zwigkszenie ogdlnej replikacji adenowiru-
sow w nowotworach [57]. Polaczenie wirusoterapii
ze standardowymi terapiami, takimi jak radioterapia,
wydaje si¢ takze bardzo interesujacym potaczeniem.
Dane przedkliniczne sg obiecujace, wirusy onkolitycz-
ne w skojarzeniu z radioterapia wykazujg dziatanie
addycyjne badz synergistyczne — zaréwno in vitro jak
i in vivo. Wirusy moga funkcjonowac jako czynniki
radiouczulajgce, za$ promieniowanie moze poprawia¢
aktywnos¢ wirusa onkolitycznego poprzez zwigksze-
nie absorpcji, replikacji czy ekspresji genéw. Jak do tej
pory zakonczono I 11 faze badan klinicznych analizu-
jaca kombinacje zastosowania wiruséw i radioterapii,
a obecnie trwaja badania fazy III na szerszej grupie
pacjentéw onkologicznych [58].

Wyzwania dla terapii z wykorzystaniem
wiruséw onkolitycznych

Wirusy onkolityczne przed zainfekowaniem
komérek nowotworowych musza pokona¢ pewne
naturalne mechanizm zapobiegajace gwaltownemu
rozprzestrzenianiu si¢ wirusa w organizmie. Jest to
m.in. wrodzona odpowiedz immunologiczna (prze-
ciwciala, uktad dopetniacza, makrofagi), przeciwwi-
rusowa odpowiedz komoérkowa (interferony), bariery
fizyko-chemiczne (np. przeplyw krwi, niedotlenienie,
odczyn ph). Czynno$¢ uktadu immunologicznego sta-
nowi istotng przeszkode w zakazeniu wirusem guzow

nowotworowych, co w konsekwencji obniza skutecz-
nos$¢ prowadzonej terapii [22]. Kluczowym aspek-
tem tej metody jest dotarcie wirusa terapeutycznego
do komorek docelowych przed zniszczeniem przez
uktad immunologiczny. Koniecznoscig stato sig, wiec
wykorzystanie komorek nosnikowych w transporcie
wiruséw do komérek nowotworowych. Transport ten
jest oparty na naturalnych mechanizmach wykorzysty-
wanych przez patogeny atakujace organizm gospoda-
rza, w ktorym patogeny po wniknieciu do organizmu
wykorzystuja normalne komérki gospodarza, do
natychmiastowego lub op6Znionego unikniecia neu-
tralizacji przez sktadniki surowicy. Do przenoszenia
wiruséw do komoérek nowotworowych guza mozna
wykorzysta¢ m.in. limfocyty T oraz makrofagi [ 59].

Kolejnym wyzwaniem klinicznego zastosowania
wiruséw onkolitycznych jest réwniez brak metod
pomiaru kinetyki ekspresji genéw wirusowych. Zna-
jomos¢ tych parametréw pozwala na szczegdtowe
zaplanowanie leczenia, optymalizacje dawkowania
oraz wyznaczenie odstepu czasu pomiedzy kolejnymi
cyklami kuracji, umozliwia takze dostosowacé meto-
dy terapii do poszczegdlnych pacjentéw. Popularng
technika pomiaru replikacji wiruséw onkolitycznych
in vitro 1 in vivo jest modyfikacja genomu wirusa po-
przez wprowadzenie genu reporterowego lucyferazy:.
Umozliwia on nieinwazyjny pomiar bioluminescencji
procesu replikacji wirusa w komoérce [42].

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykorzystujace wirusy
w terapii przeciwnowotworowej przynoszg bardzo
obiecujace wyniki. Wirusy onkolityczne posiadaja
wiele cech, ktorych zalety przewyzszaja konwencjonal-
ne leczenie. Warto podkresli¢ koniecznos$¢ szukania
nowych sposobéw terapii ze wzgledu na fakt wzrostu
liczebnosci zachorowan na nowotwory i na niezadowa-
lajace rezultaty obecnych metod leczenia, a zwtaszcza
czestych nawrotéw choroby. Nalezy takze zwroci¢
uwage na to, ze terapia wykorzystujgca wirusy zwigk-
sza szanse przezycia w przypadku przerzutow, guzow
nieoperacyjnych oraz nowotwordéw o wysokim stadium
zaawansowania i bardzo ztym rokowaniu. Istotnym
wyzwaniem dla tej metody jest opracowanie bezpiecz-
nych wektoréw wirusowych usmiercajacych zakazone
komorki. Terapia ta musi by¢ niezwykle precyzyjna,
gdyz zniszczenie niewlasciwych komérek moze niesé
ze soba powazne skutki dla zdrowia i zycia pacjenta.
Gléwnym celem jest wigc minimalizacja dziatan nie-
pozadanych [53]. Gdy za cel bierze si¢ wzmocnienie
odpowiedzi immunologicznej od dawna proponuje
si¢ zastosowanie synergii wiruséw onkolitycznych
w polaczeniu z innymi wirusami. W warunkach, gdy
jeden wirus rozwija odpowiedZ immunologiczna, drugi
w tym czasie modyfikuje komoérke nowotworowa badz
doprowadza do jej bezposredniej lizy. Duzo lepsze
efekty osiggane sa réwniez w sytuacji, gdy pierwszy
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wirus powstrzymuje wrodzong odpowiedz przeciwwi-
rusowa, pozwalajac drugiemu wirusowi zainfekowaé
i zabi¢ komorki nowotworowe [22].

Badania prowadzone nad wirusami powinny do-
tyczy¢ identytikacji skutecznych wiruséw onkolitycz-
nych, a nast¢pnie wyboru najbardziej odpowiedniego,
bazujac na podstawie ich zdolnosci do niszczenia
komoérek nowotworowych oraz rozprzestrzeniania
sie do komoérek sgsiednich. Wirus powinien by¢
tkankowo specyficzny i $cisle dostosowany do danego
nowotworu. Ponadto nie powinien podczas szybkiego
namnazania infekowa¢ zdrowych komérek organizmu.
Najwigksza skutecznos¢ terapii osiaga si¢ prowadzac
ja miejscowo, gdyz wirus wprowadzony bezposrednio
do krwiobiegu moze zosta¢ ostabiony przez r6znego
rodzaju mechanizmy opornosci. Dodatkowo do geno-
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