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9.B. Az emberi GM-CSF-et kodolo adenovirus alapu vektor klinikai mindséegii eléallitasa.
Témavezetok: Safrany Géza, OKK, Sugarbiologiai és Sugaregészségiigyi Kutato Intézet, Mécs
Imre, Bay Z. Biotechnologiai Kutato Intézet

Az elmilt jelentési periodusban (2001-2002) egy uj eljarast dolgoztunk ki a klinikai
mindségli adenovirus vektor eldallitasara.

A betegbdl izolalt glioma sejtekbe az emberi GM-CSF-et koédold gént egy, a klinikai
protokollban leirt adenovirus alapti vektorrendszer segitségével vissziik be. Az adenovirus
alapt vektor nagy mennyiségben torténd eldallitdsa az OKK — Orszagos Sugarbiologiai és
Sugaregészségiigyi Kutatd Intézet Molekularis és Tumorsugéarbiologia Osztalyan (OSSKI)
torténik (felelds: Dr. Safrany Géza, f6osztalyvezeté-foorvos). A vektor mindségi
kovetelményeinek ellenérzése az OSSKI-ban, és a Bay Zoltdn Alkalmazott Kutatési
Alapitvanynal (BAYBIO) torténik. Amennyiben a vektor ezen vizsgalatok alapjan megfelel a
klinikai felhasznalds paramétereinek a mindségi tényezdk végsd ellendrzése, a klinikai
felhasznalasi engedély kiadasa a Johan Béla Orszagos Epidemioldgiai Kézpont Virologiai
Fdosztalyan (OEK-VF), Berencsi Gyorgy, foosztalyvezetd féorvos vezetésével torténik.

Az adenovirus alapu vektor eloallitasa

Az adenovirus alapu vektor nagy mennyiségii eldallitdsa két 1épésben torténik. Az elsd
1épésben 8x10° HEK 293N3S sejtet oltunk ki Joklik médositotta MEM médiumban (+10%
fotalis borju szérum, Penicillin, Streptomycin, Amphotericin B) 75 cm? alapteriiletii tenyésztd
flaskdban. Huszonnégy oraval késobb a sejtekrdl a médiumot ledntjiik és 4 ml szérummentes
médiumban 4x10” (5 virus / sejt) virus vektort adunk. Egy 6raval kés6bb a sejtekhez 0,4 ml
fotalis borji szérumot és 11 ml 10% szérumot (+Penicillin, Streptomycin, Amphotericin B)
tartalmazd médiumot adunk. A sejteket 48 oran at 37 °C-on inkubaljuk. Negyvennyolc 6ra
elteltével a sejtekben az adenovirus vektor szaporodéasa kovetkeztében teljes citopatias hatas
kovetkezik be. A sejteket és a sejtkultira médiumot steril centrifugacsébe vissziik at és —70
°C-on fagyasztjuk, majd 37 °C-on felolvasztjuk. A fagyasztast és felolvasztast 3-szor
ismételjiik. A virusvektor tartalmu szuszpenziot 1 ml-es részletekben —70 °C-on taroljuk. A
virus titerét plaque assay-vel hatarozzuk meg (1d. késébb).

Masodik 1épésben, a virus vektor nagy mennyiségii eldallitasa torténik. Ennek soran a
HEK-293N3S sejteket szuszpenzios kultiraban, a korabban emlitett Joklik MEM médiumban
(+10% fotalis borji szérum, Penicillin, Streptomycin, Amphotericin B), allandé keverés
mellett 3 literes tenyészté edényben tartjuk fent. Ketté liter térfogati, 5x10° sejt/ml tartalma
kultardhoz 1 liter szérum mentes Joklik médiumot és 5 virus/sejt aranyban az elsd 1€pésben
eléallitott virus vektort adjuk. Negyvennyolc ora elteltével a virus vektor szaporodasa
kovetkeztében a sejteken teljes citopatias hatas figyelhetd meg. A sejteket ekkor steril
koriilmények kozott végzett centrifugdlassal begyljtjiik, a szintén virus tartalmi szupernatanst
is félretessziik. A sejteket 50 ml steril 10 mM TRIS, pH 8,0 tartalmu oldatban szuszpendaljuk.
A virus vektor sejtekbdl vald kiszabaditdsa érdekében a sejteket —70 °C-on lefagyasztjuk,
majd 37 °C-on felolvasztjuk. A fagyasztast és felolvasztast 3-szor ismételjik. A sejt-
szuszpenziot centrifugaljuk, az iiledéket eldobjuk, a szupernatdnst a koradbban begyiijtott
szupernatanssal egyesitjilk. A szupernatansbdl a virus vektort a BD Biosciences Adeno-X
Virus Purification Mega kitjével allitjuk eld. Eldszor a sejttormelék eltavolitdsara a
virustartalmt oldatot 0,45 pm poérust szirén steril kortilmények kozott atsziirjik. Ezt
kovetéen a sejtekbdl szarmazd tormelék DNS eltavolitasara az oldatot 10 U/ml
Deoxyribonuklease I-el (SIGMA) kezeljik 37 °C-on 30 percig, majd az oldatot egy-egy



aranyban keverjiik a gyarté (BD Biosciences) altal szolgaltatott higitd oldattal. A keveréket
steril koriilmények kozott a BD Adeno-X Purification Filter-re szivjuk, majd a filtert a gyarto
altal szolgaltatott oldatokkal mossuk és a virus vektort a filterrél leoldjuk. Végiil plaque
assay-vel meghatarozzuk az adenovirus vektor titerét. A klinikai felhasznalas elott
ellendrizziik a késébbiekben ismertetett mindségi paramétereket.

Az adenovirus alapu vektor titerének meghatarozasa

A virus titer meghatarozasara HEK 293 sejteket 60 mm atmérdjli petri csészére oltjuk 10%
fotalis borji szérum tartalmia DME médiumban. Amikor a sejtek a tenyésztd edény 70-80%-at
betoltik, a médiumot leszivjuk és a sejtekhez 0,4 ml szérum mentes médiumban kiilonbozd
virus-higitasokat adunk. Egy oras 37 °C-on torténd inkubéciot kovetden a sejtekhez 5 ml lagy
agart (0,5%) és 2% fotalis borji szérumot tartalmazd6 DME-t adunk szobahOmérsékleten. Az
agar dermedését kovetden a petri cs€széket 37 °C-os széndioxid inkubatorba tessziik. Tiz-
tizennégy nap elteltével, megszamoljuk a kialakult plaque-okat és a higitast figyelembe véve,
meghatarozzuk a virus vektor titerét.

A klinikai felhasznalas elott a vektor eloallitoi altal vizsgalt mindségi paraméterek

1. Szaporodasra képes adenovirus vektorok jelenlétének kizarasa
Az adenovirusok szaporodasdhoz elengedhetetlen az E1A ¢és EIB fehérjéket kodolo

génszakaszok jelenléte. E génszakaszokat eltavolitottuk a vektorbol, és ezek helyébe

klonoztuk az emberi GM-CSF gén cDNS-¢ét. Elméletileg nem kizart, hogy a virus vektor
nagymennyiségben torténd eldallitdsa sordn e régiok a 293-as sejtek DNS-ével torténd
esetleges rekombinacié miatt vissza keriilnek a vektorba. Ezt kizarandd két vizsgalatot
végziink: az OSSKI-ban nagy érzé¢kenységli polimeraz lancreakcioval nézziik az E1A és E1B
régid jelenlétét a vektor preparatumban. A BAYBIO-ban a vektort HEP2 sejteken tenyésztik.

Itt a vadtipust adenovirus képes a szaporodasra, az E1A és E1B hidnyos virus nem.

Bay Zoltan Alkalmazott Kutatdsi Alapitvany Biotechnologiai Intézetében az Orvosi

Biotechnologiai és Remediacios Osztaly (Baybio) 2003-ben az alabbi vizsgalatokat végezte:

1.  Aszeptikus, a GM-CSF-t kodolé adeno-vektorvirusok nagyléptékben torténd
szaporitasara alkalmas laboratériumi részleget alakitottunk ki, ahol a vektorvirus
készitmények nagy biztonsaggal eldallithatok.

2. Kidolgoztuk a vektorvirus készitmények nagyléptékben torténd eldallitdsanak

3. Ellendriztik a Sugérbioldgiai Intézetben Dr. Séafrany munkacsoportja altal eldallitott
vektorvirus készitményekben a virusok szaporitasa alkalmaval - esetleg back-
mutécioval fellépd - virulens Adeno virionok jelenlétét.

Permissive (H-293 MS 2) ¢és non-permissive (HEP-2) szovetkultirak mikrotitrator
tenyészeteiben, parhuzamosan végzett titralasokkal megallapitottuk, hogy
a Sugarbiologiai Intézetben terapias célra eldallitott vektorvirus prepardtumokban a
competens- virulens virionok tekintetében fellépd back-mutdckok valoszinlisége

1/10° - 1/107, vagy ennél Kisebb.

4.  Megkezdtik egy, a back-mutaciok valoszinliségének ellendrzésére nagysagrendekkel
alkalmasabb (érzékenyebb), a permissive ¢és non-permissivel szovetkultira sejtek
dehidrogenaz enzimrendszere aktivitdsdnak mérésén alapuld moddszer kidolgozasat,
mellyel a bak-mutaciok 100%-os biztonsaggal kisziirhetok.

2. Endotoxin jelenlétének kizarasa
A vektor preparatumban kétszeresen ellendrizziik az endotoxin esetleges jelenlétét
Mind az OSSKI-ban, mind pedig a BAYBIO-ban endotoxin ELISA-t alkalmaznak.



3. Mycoplasma jelenlétének kizarasa

Az OSSKI-ban Mycoplasma Detection PCR kit-et (SIGMA) alkalmaznak. A BAYBIO
indikator sejteken végzett tenyésztés utdn Hoechst festékkel végzi a mycoplasma esetleges
jelenlétének kimutatésat.

4. Bakterialis kontaminacio jelenlétének Kizarasa
Az OSSKI Kornyezeti Sugarbiologia Osztalyan (felelés: Dr. Gazsé Lajos, ig.h.)
kiilonb6z6 indikator médiumokon végzik a tenyésztést.

5. Az emberi GM-CSF-et kédolé adenovirus alapi vektor mindségi paramétereinek
végso, az eloallitotol fiiggetlen ellendrzése

Amennyiben a fenti vizsgalatok soran a vektor a klinikai felhasznalasra alkalmasnak
mindsiil, a végsd ellendrzés a Johan Béla Orszdgos Epidemioldgiai Kozpont Viroldgiai
Foosztalyan (OEK-VF), Berencsi Gyorgy, féosztalyvezetd fOorvos vezetésével torténik. A
vektor csak akkor keriilhet klinikai felhasznalasra, amennyiben itt is megfelel a mindségi
paramétereknek.

9.D. Agydaganatos betegek vakcinalasa GM-CSF-et termel6 autolog daganatsejtekkel
A Fazis I klinikai protokoll végleges formédja elkésziilt (RP9.Melléklet)
Az altemaban 2003-ban mas teljesités nem tortént. Dr. Timar Jozsef

9.D. alt. Kisérletes agydaganatok kezelése gyogyszer-érzékenyito génekkel

Megkezdtiikk egy olyan génterapias eljaras kidolgozasat, amellyel megnovelheté a
rosszindulati daganatok kemoterdpia irdnti érzékenysége. A kemoterapids szerek irdnti
érzékenyités alapja az, hogy génsebészeti uton modositott daganatsejtekben olyan enzimek
termelddnek, amelyek kemoterapias szerek prekurzoraibol aktiv metabolitokat készitenek.
Ezaltal a szisztémasan adott kemoterapias gyogyszerek daganaton beliili lokalis
koncentréacidja jelentdsen megnd és fokozott terapids hatds érhetd el. Az eljaras segitségével
elsésorban a primer daganat gyodgyithatd. A leggyakrabban hasznalt gyogyszer-érzékenyitd
eljaras a timidin kindz - ganciclovir rendszert alkalmazza. A ganciclovir 6nmagdban nem
toxikus emberi sejtekre. Az eljaras soran a kezelend6 sejtekbe beviszik a herpes simplex virus
timidin kinaz (TK) génjét. A TK enzim foszforildlja a ganciclovirt és a keletkezd metabolit
gatolja a DNS polimerdzokat. A gatlas hatasara a TK gént tartalmazo sejtek elpusztulnak.

Egy masik potencialis gyogyszer-érzékenyitd gén az E. coli uracil-foszforibozil
transzferaz (UPRT) enzimje. Az UPRT a daganat terdpiaban gyakran hasznalt 5-fluorouracil
(5-FU) fokozott metabolikus aktivaciojaban jatszik szerepet.

9.D.alt.1. In vitro kisérletek
Megjegyzés: a beszamolo ezen része a korabbi beszamolo anyaga. Dr. Timar Jozsef

Eddigi vizsgalataink soran kialakitottunk egy olyan adenovirus alapu vektorrendszert
(CAUPTK), amely mind a TK, mind pedig az UPRT géneket tartalmazza. Tanulmanyoztuk,
hogy a CAUPTK vektor glioma sejtekbe torténd bevitele mennyiben fokozza a megfeleld
gyogyszer kombindcio iranti érzékenységet in vitro €s in vivo koriilmények kozott.

Els6ként a GI1261 sejtek in vitro 5-FU ¢és ganciclovir érzékenységét és ennek CAUPTK
transzdukcié hatdsara torténd valtozasat tanulmanyoztuk. A ganciclovir énmagaban nem
toxikus a virussal nem fert6zott sejtekre. A sejtek CAUPTK-val torténd fertdzése utan viszont
mar jelentds citotoxicitast észleltiink. Az 5-FU onmagaban is csokkentette a sejtszamot, mivel
az eukariota sejtek képesek a gyogyszert metabolizalni. Az 5-FU citotoxikus hatdsa azonban
lényegesen fokozodott az UPRT gént kodolo virus jelenlétében. A nem transzdukalt G1261



sejtek kombindlt kezelése 5-FU-val és ganciclovirral hasonld hatasu volt, mint az 5-FU
kezelés Onmagaban. Ezzel szemben az érzékenyitd génnel transzformalt sejtek kombinalt
kezelésekor jelentdsen nagyobb citotoxikus hatas volt észlelhetd, mint az 5-FU vagy
ganciclovir monoterapia esetében.

9.D.alt.2. Kombinalt 5-FU/ganciclovir kezelés hatasa kisérletes tumor modellen
Megjegyzés: a beszamolo ezen része a korabbi beszamolo anyaga. Dr. Timar Jozsef

A gyogyszer-érzékenyitd génterapia hatasat szubkutan és intrakranidlis tumor modellen
vizsgéltuk. Szubkutan, ill. intrakranialis tumorokat hoztunk Iétre érzékenyité géneket
tartalmazd GI261 sejtek oltdsaval. A TK ¢és az UPRT gének bejuttatasahoz G1261 sejteket
fertéztiink CAUPTK-val 100 virus/sejt aranyban, két nappal a tumor transzplantéci6 elétt. A
kontroll allatokat nem transzdukalt GI261 sejtekkel oltottuk. A kontroll egerek tumor
novekedésében nem volt 1ényeges kiillonbség, hasonlo {itemben néttek a kezeletlen és az 5-
FU-al vagy/és ganciclovirral kezelt allatok tumorai is. Ezzel szemben az érzékenyit géneket
tartalmaz6 5-FU-al, ganciclovirral valamint mindkét gyogyszerrel kezelt allatok tumor
novekedése 1ényegesen lassabb volt, illetve tumor ki sem alakult.

Hasonl6 eredmények voltak megfigyelheték az agytumoros egereknél is. Valamennyi
kontroll allat elpusztult 3-4 héttel a tumor transzplantacid6 utdn. Hasonléan, az 0Osszes
kezeletlen gyogyszer-érzékenyitd gént tartalmazo éllat is elpusztult. Ezzel szemben az 5-FU-
val kezelt, érzékenyitd géneket tartalmazo allatok 10-20%-a, a ganciclovirral kezeltek 40-
50%-a meggyogyult. Leghatékonyabbnak a kombinalt kezelés bizonyult, ahol a talélés elérte
a 60-80%-ot, ami megerdsitette az in vitro kisérletek eredményeit, miszerint legnagyobb
citotoxikus hatdsa a kombinalt kezelésnek van.

9.D.alt.3. A gyogyszer-érzékenyito genekkel végzett génterdpia kombindcioja hagyomdanyos
terapias modalitasokkal

Az 1j terapias eljarasokat mindig a mar meglévé modalitasokkal kell kombindlni.
Tanulményoztuk, hogy a gyodgyszer-érzékenyitd génekkel végzett génterapia kombinalhato-e
sugarterapiaval. Két kisérlet-sorozatot végeztiink. Az elsd sorozatban, egerekben
agydaganatot indukaltunk gydgyszer-érzékenyité géneket tartalmazo, illetve azt nem
tartalmaz6 G1261 sejtek kiilonb6zd ardnya keverékével. Az agydaganatos allatokat a korabban
leirtaknak megfeleléen 5-FU/GC-vel, lokalis sugarterapiaval (4 Gy rtg sugarzas), illetve a
ketté kombinaciojaval kezeltiik. Kialakitottunk egy olyan kisérleti feltétel rendszert, amikor a
gyogyszer-érzékenyitd génterdpia Onmagaban nem eredményezte a daganatos allatok
gyogyulasat. A sugarterapiaval az agydaganatos egerek mintegy 20%-anal értiik el a daganat
teljes eltavolitasat. Igen eredményes volt viszont a gydgyszer-érzékenyitd génterdpia és a
sugarterapia kombindcidja. Amennyiben az Osszes daganatsejt tartalmazta az érzékenyitd
géneket a tulélés 80-100% volt. Még abban az esetben is, amikor a daganatsejtek kevesebb,
mint 10%-a tartalmazta az érzé¢kenyitd géneket, a talélés elérte a 40%-ot.

A masik kisérlet-sorozatban egerekben subcutan daganatot indukaltunk gydgyszer-
érzékenyitd géneket nem tartalmazd GI261 sejtek oltdsaval. Harom nappal késébb a
daganatba kozvetleniil injekcidoztuk a CAUPTK vektort. Ez utdn az allatokat 5-FU/GC ¢és
lokalis besugarzas kiillonbozé kombinaciojaval kezeltik. A kombinalt kezelés jelentds
mértékben visszaszoritotta a daganat novekedését. Eredményeinket folyo-évben szakmai
folyoiratban publikaltuk.

9. D. alt.4. A daganatsejtek immunogenitasanak fokozdasa génterapias eszkozokkel

A daganat ellenes immunvalaszban tobb tényezd egyiittes hatasa jatszik szerepet. Az
eredményes immunvalasz kivaltasahoz a daganatsejtek felszinén jelen kell, hogy legyenek az
immunprezentacidért felelés makromolekuldk (MHC-I, MHC-II, B7-1, B7-2, stb.), emellett



szlikséges olyan immunsejtek jelenléte is, amelyek az antigén prezenticidban jatszanak
szerepet (pl. dendritikus sejtek). Ebben a jelentési peridodusban azt tanulméanyoztuk, hogy
fokozhato-e a daganatellenes immunvalasz, amennyiben a daganatsejtek felszinén noveljiik az
imunogenitasban szerepet jatsz6 molekuldk mennyiségét.

Elészor a B7-1 termeld glioma sejtekkel vald vakcinacid terdpids hatdsat vizsgaltuk.
Egereket intrakranidlisan vad tipusu glioma 261 sejtekkel transzplantaltunk. Ezzel
parhuzamosan glioma 261 sejteket in vitro B7-1-t termeld adenovirussal fertéztiik kiilonb6zo
virus/sejt aranyban. Ezutdn a sejteket besugaraztuk a sejtosztodas leallitasara, majd 3 nappal
az intrakranidlis tumor indukciot kdvetden az egereket a sejtekkel szubkutan transzplantaltuk.
Ha magas, 100, 200 vagy 300 virus/sejt ardnyokat hasznaltunk a fertdzés soran, vagyis ha a
vakcindciora hasznalt glioma sejtek nagy mennyiségli B7-1 fehérjét termeltek, semmilyen
terapids hatast nem észleltiink. Ha a fertdzést 10 virus/sejt ardnyban végeztiik, az egerek 15
%-a meggyogyult. A kisérletet elvégeztiik ugy is, hogy a gliomas egereket harom alkalommal,
3 napos 1d6kozonként vakcinaltuk 10 virus/sejt ardnyban fert6zott glioma sejtekkel. A
terapids hatdson azonban a tobbszords vakcinacid nem javitott. Kovetkezésképpen a B7-1-t
termeld glioma sejt vakcinak terapids hatasa onmagaban nem kielégitd, legalabbis akkor nem,
ha a vakcinaciét szubkutan végeztiik.

Egy masik kisérlet keretében egereket intrakranialisan olyan életképes glioma sejtekkel
transzplantaltunk, amelyeket el6zdleg kiilonbozé virus/sejt ardnyban B7-1-t kdodolo
adenovirussal fertoztiink. Ha a sejteket 300 virus/sejt aranyban fertéztilk a virussal,
valamennyi egér elpusztult. 200, illetve 100 virus/sejt arany esetében az egerek 10%-a
meggyogyult. 10 virus/sejt arany esetében az egerek 80%-a meggyogyult. Kovetkezésképpen,
ha a sejtek kis mennyiségben termelték a B7-1 molekulat, jelentdsebb hatast értiink el, mint
akkor, ha a sejtek nagy mennyiségben termelték azt.

Jelenleg azt tanulmédnyozzuk, hogy a GM-CSF-et termeld sejtekkel végzett vakcinacid
terapids hatasat javitja-e az, ha a vakcina a GM-CSF mellett B7-1 molekulakat is termel.
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A Klinikai Protokoll 6sszefoglalasa

A javasolt klinikai protokoll célja daganatellenes immunvélasz kivaltdsa agytumoros
betegekben. Az alkalmazandd eljaras soran agydaganatos betegeket kivanunk kezelni,
genetikai uton modositott, besugarazott, emberi GM-CSF-et termeld, autolog glioma sejt
vakcinakkal.

A javasolt klinikai protokoll soran elészor a betegbdl miitéti uton eltavolitott daganatbdl
primer sejtkulturat inditunk. A sejtkultaraban novOé daganatsejtekbe adenovirus alapa
vektorrendszer segitségével emberi GM-CSF-et kddolo gént visziink be. Két nappal késébb, a
GM-CSF termeld daganatsejteket a sejtosztodas leallitasa, a sejtek elpusztitasa céljabol 50 Gy
9Co-y-sugarzassal besugarazzuk. A GM-CSF-et termelé sejteket intrakutan oltassal
visszajuttatjuk ugyanabba a betegbe, akibdl eredetileg daganatot eltavolitottuk. Az eljarastol
azt varjuk, hogy a vakcinalds hatasdra az agydaganatos beteg immunrendszere specifikusan
aktivalodik a daganat ellen és megtamadja, elpusztitja a primer daganat helyén visszamaradt
daganatsejteket.

Az tervezett 1. fazisu klinikai protokoll sordn tizenkét beteget kivanunk kezelni. Az
eljarasba olyan glioblastoma multiformés betegeket kivanunk bevonni, akikbdl az agydaganat
legalabb 90%-at sikeriilt mitéti Gton eltdvolitani. A mitéti kezelést kovetden a betegek
sugaras kezelésben részesiilnek a hagyomanyos klinikai protokoll szerint. Ezt kovetden,
adjuvéns terapiaként a betegeket autolog, GM-CSF-et termelé daganatsejtekkel kezeljiik az
immunrendszer aktivalasanak céljabol. A kezelt betegekben nyomon kovetjiik a klinikai
tiinetek alakulasat, az immunrendszer aktivalodasat, valamint a Magyarorszagon még nem
alkalmazott génterapias eljaras esetleges mellékhatésait.

1.0 Célkitiizések

A tervezett klinikai bevezetési eljards hosszu tava célja egy immunterapids eljards
kidolgozasa malignus agydaganatok kezelésére. Elsé 1épésként tizenkét glioblastoma
multiforme beteget szeretnénk immunizalni genetikai Gton moédositott, emberi GM-CSF-et
termeld, autoldég daganatsejt vakcindkkal. A tervezett eljaras most publikalt allatkisérletes
eredményeinken alapszik. Megéllapitottuk, hogy GM-CSF-et, IL-2-t, IL-4-et, vagy IL-12-t
termelé autolog daganatsejtekkel vald vakcindlds esetén az agydaganatos egerek 30-40%
meggyogyul. A vakcinacid eredményeként a kisérleti egér immunrendszere specifikusan
aktivalodott a daganat ellen. A GM-CSF vakcinacios eljaras lokalis sugarterapiaval valo
kombinaciodja esetén 80-100%-o0s terapids hatas is elérhetd volt (1,2).

1.1 A tervezett eljaras egyik legfontosabb célja a humoralis €s a sejtes immunrendszer
aktivacigjanak nyomon kovetése agydaganatos betegekben, GM-CSF termeld, 50 Gy
sugardozissal besugarazott, autolog daganatsejtekkel vald vakcinalas hatasara.

1.2 Nyomon kovetjiik az immunizacid6 hatdsat a tumor regresszidjara, a betegség
progressziojara, klinikai lefolyasara nézve.

1.3 Tobb, mint kettdszazotven klinikai bevezetési eljaras folyik vildgszerte kiilonb6zd
daganatos megbetegedések kezelésére génterdpids eljarasokkal, kiilonboz6é virus vektorokat
hasznalva. Ezek az eljardsok bizonyitottdk, hogy a modszer biztonsagos és hogy alig
fordulnak el6 mellékhatasok. Ennek ellenére gondosan figyeljiik az esetleges mellékhatasokat.
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2.0 Tudomanyos el6zmények, a klinikai protokollt alitamaszté szakmai hattér

A daganatos megbetegedések kialakulasdhoz vezetd molekuldris bioldgiai folyamatok
jelentds részének megismerése sajnos nem vezetett el az agydaganatos betegek talélési
esélyeinek a javuldsdhoz. Emberben az intracranialis daganatok 30-45%-a sorolhaté a
gliomék kozé. A gliomak koziil a glioblastoma multiforme a leggyakoribb. A lokalisan
rendkiviil agressziven nové glioblastoma multiforme nagyon ritkan metasztatizal, mégis az
esetek tulnyomo tobbségében halalos kimenetelii. A gliomak hagyomanyos kezelése altalaban
sebészi beavatkozast kovetd sugar- és/vagy kemoterdpiabol all. A kezelés ellenére a betegek
tobbsége egy éven beliil meghal, az 6téves tulélés esélye csak mintegy 5-6%. Ez a rendkiviil
alacsony tulélés sziikségszeriivé teszi gyokeresen 1 terapids eljarasok kidolgozésat, a klinikai
gyakorlatba vald bevezetését. A tudomdny mai fejlettsége szerint indokolt a génterdpias-
immunterapias kezelések klinikai kiprobalasanak elkezdése.

2.1 Miiteéti eljarasok

A makroszkoposan minél teljesebb tumor-resectio érdekében kiterjesztett
diagnosztikus vizsgalatokat végziink a morfoldgiai és funkcionalis eltérések minél
pontosabb vizualizalasara. Ehhez igénybe vessziik a legujabb fejlesztéseket az imaging
tertiletén (PET, specialis MRI vizsgalatok /21/). Ez utobbi eljaras (ferumoxid, virus-
nagysagu vasoxid partikulakkal torténd image-enhancement) alkalmas lehet a virus-
vektor szoveti penetracido modellezésére. A miitétek soran a szokasos mikroszkdpos
technika kiegészitésére intraoperativ eljarasokat is alkalmazunk (neuronavigacié, UH
imaging), amelynek célja a minél radikalisabb tumor kiirtas.

2.2 Sugdrterapia

A hagyomanyos (WBRT, sziikitett mezds besugarzas) recidivak esetében kiegésziilhet
célzott pontbesugarzassal is (jelenleg dedikalt LINAC kezelés, 2003-t6l gamma kés
besugarzas).

2.3 Kemoterdpia

A mar bizonyitott és elfogadott eljarasok (nitrosourea, cisplatin) mellett mas, jabb
agensek is szoba johetnek (temozolomide /22/).

2.4 Immunaktivacios, vakcindcios eljardsok:

Irodalmi adatok szerint jelenleg tobb mint 250 klinikai bevezetési eljaras folyik daganatos
megbetegedések génterdpids kezelésére. Ezen eljardsok tobb mint fele a beteg
immunrendszerét probalja a daganat ellen aktivalni. Az immunrendszer aktivalasara egy
lehetséges modszer a citokin termeld daganatsejt vakcindk alkalmazasa. A jelenleg folyd ilyen
jellegti klinikai bevezetési eljarasok (az 6sszes daganat elleni génterapias eljarasok kozel fele
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ide tartozik) kétharmadaval melanomas betegeket kezelnek. Igy, példaul Gupta és
munkatérsai (3) retrovirus vektorral IL-2-t kodolo gént vittek be egy humén melanoma
sejtvonalba. Ezzel az allogenikus (nem sajat, mas betegbdl szdrmazo) sejtvonallal vakcinalnak
melanomaés betegeket. Adataik szerint a mellékhatasok jelentéktelenek és a betegek egy
részében daganatellenes immunvalaszt kaptak. Lengyel kollaboracids partneriink. Prof. A.
Mackiewicz (4, 5) Fazis I-11 klinikai eljaras keretében eddig tobb mint kettdszaz melanoma
malignumos beteget vakcinalt IL-6-ot termeld, allogenikus melanoma sejtek és a beteg sajat
daganatsejtjei keverékével. Eddig semmilyen jelentésebb mellékhatast nem észleltek. A
betegek egy részében az immunrendszer aktivacidjat figyelték meg és a melanoma
progresszidja megallt. Eddigi eredményei alapjan Prof. Mackiewicz Fdzis 111 klinikai eljarés
bevezetését tervezi (személyes kozlés).

Jelenleg t6bb klinikai bevezetési eljaras folyik agydaganatos betegek génterapias-
immunterapias kezelésére. Sobol és munkatarsai (6) egy glioblasztomas beteget vakcinaltak
IL-2-t termeld autoldg fibroblasztok és a beteg sajat glioma sejtjei keverékével. Jollehet a
stlyosan eldrehaladott allapotban 1évé beteg életét nem tudtdk a kezeléssel megmenti, de az
immunrendszer glioma elleni aktivaciéjanak a jelei kimutathatoak voltak. Mulder és
munkatarsai IL.-2-t kodolé poxvirus vektort injekciéznak kozvetleniil a daganatba (7). Lotze
¢s munkatarsai IL-4-et kodold retrovirus vektor segitségével in vitro koriilmények kozott
modositjak a betegbdl izolalt glioma sejteket, majd az IL-4 termeld sejteket visszajuttatjak a
betegbe az immunrendszer aktivacidja céljabol. (8, 9). Ebb6l a munkacsoportbol valt ki
Okada, aki munkatdrsaival IL-4-et kddold retrovirus vektor segitségével modosit, ex vivo
koriilmények kozott autolog glioma sejteket, majd ezzel vakcinalja a betegeket (10, 11).
Yoshida ¢és munkatdrsai IFNB kozvetlen intratumordlis injekciojat alkalmazzak
glioblasztomas betegek kezelésére (12, 13). Eck és munkatarsai (14) az Egyesiilt Allamokban
ezt az eljarast fejlesztik tovabb. Egy adenovirus alapti vektor segitségével az IFNP gént
kozvetlen intratumoralis injekcidval juttatjak az agydaganatos betegbe. Black és munkatarsai
stabil sejtkultarat készitettek harom glioblastoma multiforme daganatb6l. A sejteket
egymassal és egy olyan fibroblast sejtvonallal keverik amely plazmid DNS-el val6 genetikai
modositas utdn GM-CSF-et termel. Fazis I klinikai bevezetési eljaras keretében ezzel a
keverékkel vakcinaljak agydaganatos betegeiket az immunrendszer aktivalasa céljabol (15).

A glioblasztomas betegek jelentds részében a TGF[ szint megemelkedett és ez gatolja az
immunrendszer daganatellenes aktivalodéasat. A glioma sejtek genetikai modositasa antisense
TGFP RNS-el a glioma sejtek immunogenitasanak fokozodasat eredményezheti. Ezen alapul
Fakhrai és Black (16) klinikai protokollja, amelyben a betegbdl eltdvolitott daganatsejteket
modositjdk TGFP antisense RNS-ekkel, és a moddositott sejtekkel vakcindljadk a betegeket.
Hasonl6 elven alapszik egy, az elmult évben, Lengyelorszdgban inditott klinikai protokoll
agydaganatos betegek kezelésére. A betegbdl szarmazd glioma sejteket in vitro koriilmények
kozott IGF-1 antisense RNS-el kezelik és a modositott daganatsejteket adjak vissza a
betegnek (17).

Salford és munkatarsai az altalunk javasolt protokollhoz hasonldan kezelik glioblasztomas
betegeiket olyan autoldg daganatsejtekkel, amelybe adenovirus vektor segitségével, ex vivo
koriilmények kozott visznek be interferon-gammat kodolo gént (18, 19).

Az emlitett eljarasok igen értékes informaciokkal szolgalnak agydaganatos betegek citokin
termeld vakcindkkal valé kezelésére, de egyik sem azonos az altalunk javasolt protokollal.

2.5 A Fazis I bevezetési eljarast alatamaszto sajat adatok:

Az OSSKI Molekularis és Tumor Sugarbiologiai Osztalyan génterapias-
immunterapias eljarast dolgoztak ki az immunrendszer agydaganatok elleni aktivacidjara
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citokin termeld, autolog daganatsejt-vakcindk alkalmazasaval. Az eljarast egér glioma
modell rendszerben alkalmazva glioma 261 daganatbol sejtkultirat készitettek, majd a
sejtkultiraban novo sejtekbe adenovirus vektorokkal citokineket kodolo géneket vittek
be. A citokin termel6 sejteket a sejtosztddas ledllitasara ionizald sugarzassal
besugaraztak, majd a sejtekkel gliomas egereket vakcinaltak. Megallapitottak, hogy IL-
2-t, IL-4-et, IL-12-t és GM-CSF-et termeld, autolog daganatsejteket hasznalva
vakcindciora az allatok mintegy 20-50%-a meggyogyult. A vakcinacio hatasara
citotoxikus T limfocitak aktivalodtak a daganatsejtek ellen €s immun-hisztokémiaval
kimutathat6 volt a daganat CD4+ és CD8+ sejtes infiltracidja is. A vakcinécios eljarast
lokalis sugarterapidval kombinalva jelentOs szinergista hatast figyeltek meg: az
agytumoros allatok 70-100%-a meggyogyult. Eredményeik alapjan ugy véljiik, hogy a

Az Orszagos Idegsebészeti Tudomanyos Intézet-ben (OITI) kezelik a
magyarorszagi agydaganatos betegek tobbségét. Az intézet ennek megfeleléen rendkiviil
sz¢leskorl tapaszatlatokkal rendelkezik.

Az Orszagos Gyogyintézeti Kozpont Magyarorszagon talan a legalkalmasabb a
betegekben kialakulé immunreakciok nyomon kdvetésére.

A Bay Zoltan Alapitvany Biotechnolodgia Intézetének kutatoi jelentOs tapasztalattal
birnak kiilonb6z6 fert6z6 dgensek kimutatdsaban.

2.6 Alkalmazott sejtvonalak, virus vektorok.

A klinikai bevezetési eljards soran minden beteget, a sajat, genetikai uton, ex vivo
koriilmények kozott modositott daganatsejtjeivel kivanunk kezelni. A betegbdl miitéti uton
eltavolitott daganatsejtekbdl sejtkulturat készitiink és a sejtkultiraban novo daganatsejtekbe
adenovirus alapt vektor segitségével vissziik be az emberi GM-CSF gén cDNS-¢ét. Az eljaras
soran a sejteket 10 virus/sejt ardnyban kezeljiik a virus vektorral. A kezelést kovetéen ELISA
eljarassal mérjiik a sejtek GM-CSF termelését. Negyvennyolc 6raval a viruskezelést kovetden
a sejteket 50 Gy Co-y sugardozissal besugarazzuk a sejtosztodas ledllitasa céljabol. Ez a
sugardozis kelléen magas ahhoz, hogy a sejtosztodast ledllitsa és az Osszes sejtet egy héten
beliil elpusztitsa, de a sejtek GM-CSF termelése még 3-5 napig valtozatlan marad (1,2). A
besugarazott, GM-CSF termel6 sejtekkel intracutdn oltdssal ugyanazt a beteget vakcinaljuk,
akibdl az eredeti tumort eltavolitottuk.

Az emberi GM-CSF gén bevitelére kétfajta adenovirus alapu vektorrendszert szeretnénk
alkalmazni. Mindkét vektorrendszer kozds jellemzdje, hogy az adenovirus 5-0s tipusan
alapszik és, hogy a virusvektor nem képes az emberi sejtekben vald szaporodasra. A
szaporodasra vald képtelenséget azzal érjiik el, hogy a vektorbol eltavolitunk két olyan gént
(E1A ¢és EIB), amelyek fehérje terméke nélkiilozhetetlen a virusnak a sejtekben torténd
szaporodasahoz. Ez, a moddositott virus csak olyan sejtekben képes szaporodni, amelyek
allanddan termelik az E1A és E1B fehérjéket. Ilyen, mesterségesen kialakitott sejtvonal az
emberi embrionalis vese sejtekbdl kialakitott, 293 jelli sejtvonal. Mindkét adenovirus alapu
vektorrendszerbdl, emellett még hianyzik az E3 régid is, amely az adenovirus
immunogenitasaban jatszik szerepet. Az egyik virus vektorban a GM-CSF gén atirdsat a
CMV promoter biztositja. A masik virusvektorban egy mesterséges promoter, a CAG
talalhat6. A CAG a B-aktin gén promoterét és a CMV virus {0, korai enhancerét tartalmazza.
Ez a vektor emellett, egy mutaciot is tartalmaz, az un. fiber régidban. Ez a régio a felelds a
virusfertézés soran a virus sejtmembranhoz kapcsolodasaért, a fertézés hatasossagaért. Ez a
mutacid biztositja, hogy a virus fertdzés hatasfoka sokkal magasabb a glioblastoma
multiforme sejtekben, mint normal sejtekben (20).
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3.0 Az eljarasba bevonhato6 betegek klinikai jellemzo6i

3.1 A malignus glioma diagnozisanak szovettani megerdsitése.
3.2 A daganatnak legalabb 90%-4t sikeriilt miitéti Gton eltavolitani.
3.3 Az eltavolitott daganatbdl sikertilt sejtkulturat kialakitani.
3.4 A beteg varhato ¢lettartama legalabb harom honap
3.5 J6 haematologiai funkciok
3.6 J6 vese €s majfunkcio.
3.7 Alacsony adenovirus 5-0s tipus elleni ellenanyagszint.
3.8 Nincs kemoterapias hattér
3.9 A beteg irasos beleegyez0 nyilatkozata.

3.10 Husz évet meghalado ¢€letkor

3.11 Egyéb malignus megbetegedés kizarasa

3.12 Legalabb egy hét eltelte az esetleges szteroid kezeléstol.

4.0 A protokollba be nem vonhato betegek jellemzoi

4.1 Sulyos kronikus betegség (cardiovascularis megbetegedések, angina pectoris,
myocardialis infarktus)

4.2 Fert6z0 betegség jelenléte

4.3 Magas ellenanyagszint 5-0s tipusu adenovirus ellen.
4.4 Terhesség, vagy szoptatas.

4.5 Autoimmun betegség fennallasa.

4.6 Tartos szteroid kezelés.

5.0 Egyéb kezelési eljarasokhoz valé viszony
Az alabbi terdpids eljarasok nem alkalmazhatok a betegeknél a vakcinacids terapidval

egyidejlileg: sugarterapia, kemoterapia, kortikoszteroid terapia (€letmentd kezelés
kivételével), egyéb az immunrendszert aktivalo kezelések
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6.0 A beteg kezelés elotti értékelése
6.1 betegtorténet, fizikai vizsgalatok
6.2 Rutin vérvizsgalat
6.3 EKG

6.4 Koponya CT ¢s/vagy MR vizsgalat a vakcinacids terapia megkezdése elétt harom
héten beliil

6.5 5-0s tipust adenovirus elleni antitest vizsgalat
6.6 Vérmintak immunologiai vizsgalatokra:
2x10 ml normal csébe szérum vizsgalatra

2x10 ml heparinizalt cs6be limfocita vizsgalatra

7.0 Immunizacios terv

7.1 A betegek egy nappal az immunizaciés kezelés elott felvételre kerililnek az Orszagos
Idegsebészeti Tudomanyos Intézetbe, ahol a vakcinacios kezelést kovetd két napig maradnak
megfigyelés céljabol. Tovabbi megfigyelésiik jarobeteg rendelésen torténik.

7.2 A betegek legaldbb négy vakcinacios kezelésben részesiilnek. Az elsé harom betegnél
az immunizaciot alacsony sejtszdmmal kezdjik, mig a tovabbi betegeknél a sejtszamot
noveljik.

Kezdeti dézis: 1x10° sejt intracutan injekcidja
Nagy dozis: a rendelkezésre 4116 sejtmennyiségtél fiiggéen a dozist 1x10®
sejtszamig emeljiik.

7.3 Fenntartd kezelés: a beteg allapotatdl fliggden haromhetes 1dokozonként tovabbi
harom, Osszesen négy immunizaciot terveziink. Az immunizacidt valtakozdéan a felsd
végtagokon, a sejtek intrakutan oltasdval végezziik. Amennyiben a vakcindlt betegben
kimutathat6 az immunrendszer aktivalddasa a rendelkezésre 4llo sejtszam fliggvényében a
vakcinacidt tovabb folytatjuk.

7.4 Az immunrendszer aktivalodasanak nyomon kovetésére minden vakcinacios kezelés
elétt vérmintat vesziink (1d. 8.0 pont).

7.5 A beteg immunizacids kezelésbdl valo kivételének feltételei:

7.5.1 Sulyos, az immunizalas kovetkeztében kialakuld toxikus reakciok kialakuldsa
esetén a kezelést azonnal leéllitjuk.

7.5.2 Sulyos, az eredeti betegségtdl fliggetlen megbetegedés megjelenése.
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7.6 Immunizalasra hasznalt sejtek jellemzo6i: a miitéti kezelés soran a betegbdl eltavolitott
gliomabdl in vitro sejtkultirat készitiink. A vakcinalast minden esetben a beteg sajat glioma
sejtjeivel végezziik. A sejteket 40-48 oraval a tervezett vakcinacio eldtt emberi GM-CSF-et
koédold adenovirus alapu vektorral 10 virus/sejt aranyban kezeljik. Az immunizacidra
hasznalt sejteknek mentesnek kell lennilik endotoxint6l, szaporodésra képes adenovirustol,
mycoplasmatol, baktériumoktol, gombaktdl és mas fertdzoképes agensektdl. A vizsgalatokat a
Bay Zoltan biotechnologiai Alapitvanynal végzik. A vakcinécid el6tt egy oran beliil az in
vitro novo sejteket 50 Gy Co-y dozissal besugarazzuk. A besugarzds utan a sejtek
feliiliszdjaban ELISA reakciéval mérjik a GM-CSF szintet. A sejteket 0,5 %-os tripszin
kezeléssel gyljtjiik be €és fizioldgids PBS oldattal hdromszor mossuk, majd fiziologias PBS
oldatban szuszpendaljuk, a sejtszamot meghatarozzuk. a sejteket steril fecskendében gytijtjiik.
Az immunizacié minden esetben az Orszagos Idegsebészeti Tudomanyos Intézetben torténik.
Az immunizaciot a klinikai bevezetési eljards vezetdje (Prof.Dr. Nyary Istvan, Féigazgato-
féorvos) altal kijelolt személy végzi.

8.0 A kezelés alatt végzett értékelés
8.1 Fizikai vizsgalat minden egyes immunizalas eldtt.

8.2 Rutin vérvizsgalat minden egyes vakcinalas eldtt.

8.3 Periférialis vérmintak a cellularis és humoralis immunaktivacid mérésére minden
immunizalas elott és két héttel a negyedik vakcinacid utan.

crer

negyedik vakcinécid utan.

8.5 A vizsgélatbol kikeriilt un. "gyogyult" betegek kéthavonkénti nyomon kovetése
fizikalis vizsgalattal, esetenként CT és/vagy MR vizsgalattal.

9.0 Az immunrendszer aktivaciéjanak nyomon kovetése
9.1 A humordalis immunvalasz nyomon kévetése:

Periférialis vérmintat vesziink minden betegbdl az immunizacio kezdete utan 0, 2, 4, 6, 8
12 héttel. A szérumot fagyasztjuk, majd a glioma elleni antitestek kimutatasara hasznaljuk. A
mérés soran a sz€rumot a beteg in vitro tenyésztett glioma sejtjeivel hozzuk 6ssze és standard
immunofluoreszcencids rendszerben mérjiikk a humordlis immunrendszer tumor ellenes
aktivacigjat.

9.2 A cellularis immunvdlasz mérése

9.2.1 A szisztémas immunvalasz nyomon kovetésére az immunizacié kezdete utan 0,
2,4, 6, 8 12 héttel periféridlis vérmintat vesziink a betegbdl. A vérbdl mononuklearis sejteket

izolalunk és in vitro citotoxicitas assay-vel vizsgéaljuk a citotoxikus T limfocitak (CTL)
daganatsejtek elleni aktivaciojat.
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9.2.2 Az MHC-I restricted CTL vélasz vizsgalatara a citotoxicitds assay-t MHC-I
elleni monoklonalis antitestek jelenlétében is kovetjiik. Amennyiben aktivalodott CTL valaszt
nem tudunk kimutatni, gy vizsgaljuk a CTL prekurzorok jelenlétét.

9.2.3 Aramlasi citometridval meghatirozzuk a CD8+ ¢és CD4+ limfocitak
mennyiségének alakulasat a vérmintakban.

9.2.4 A betegbdl szarmazo6 limfocitakbol izolalt mRNS kvantitativ reverz polimeraz
lancreakcigjaval tanulményozzuk a TH1 és TH2 sejtek aktivalodasat.

9.2.5 Lokalis immunaktivici6 mérése a primer daganat koril. A lokalis
immunaktivaci6 nyomon kovetésére szelektalt betegekbdl (ahol szisztémas immunvalasz
kimutathatd) szarmazo6 leukocitdkat technéciummal jeldljiik, majd a jeldlt sejteket intravénas
injekcioval visszajuttatjuk a betegbe. Szcintigrafiaval vizsgaljuk a jelolt leukocitdk primer
daganat koriili lokalizacidjat. A daganat ellenes immunaktivacioban a CD4+ és CD8+ sejtek
jatszhatnak szerepet. A szcintigrafids vizsgalat specifikusabba tételére FACS analizissel
CD4+ ¢és CD8+ sejteket izolalunk a betegbdl. Az igy nyert limfocita szubpopuléciot jeloljiik
¢s juttatjuk vissza a betegbe.

9.2.6 A lokalis immunvalasz post mortem vizsgalata. A beteg elhaldlozasa esetén a
daganatos szovetben immunhisztokémiai reakciokkal vizsgaljuk a CD4+ és CD8+ sejtek
jelenlétét.

10.0 A terapias valasz értékelése

10.1 Teljes valasz (TV): a daganat jelenlétének klinikai kimutathatatlansdga fizikai
vizsgalattal, CT és/vagy MR vizsgalattal legalabb négy hetes id6tartamra.

10.2 Részleges valasz (RV): CT és/vagy MR vizsgalattal a daganat térfogata legalabb 50
%-al csokken négy hetes idétartamra.

10.3 Meérsekelt valasz (MV): 25-49% csokkenés a tumor térfogatban legalabb négy hétig.

10.4 Stabil betegség (SB): Kevesebb mint 25 % csokkenés a tumor térfogatban legalabb
négy hétig.

10.5 Progredialo betegség (PB): A tumor térfogat tobb mint 50 %-os novekedése

11.0 Toxicitasi kritériumok
A toxicitast az altalanosan hasznalt toxicitas kritériumoknak megfelelden értékeljiik:
0 - nincs toxikus reakcio.

1 - enyhe, mul6 tiinetek, amelyek nem igényelnek kezelést és nem zavarjdk a napi
tevékenységet.

2 - mérsékelt toxicitas
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3 - komoly toxikus tlinetek, amelyek zavarjak a napi tevékenységet és orvosi beavatkozast,
szlikség szerint korhazi kezelést igényelnek.

4 - ¢letveszélyes toxikus reakcio, amely korhazi kezelést igényel

12.0 Koéros tapasztalatok

Irodalmi adatok szerint az allogénikus, vagy autolog (szingénikus) tumor sejtekkel végzett
vakcindciok esetén csak minimalis mellékhatasokat észleltek. A betegeknél altaldban enyhe
gyulladas és erythema jelentkezik a vakcinacidé helyén. Az éltalunk javasolthoz hasonlo
vakcinacids kezelést kovetden eddig nem irtak le egyetlen anaphylaxias sokkos esetet sem.
Kiilon ki szeretnénk hangsulyozni, hogy az altalunk alkalmazott eljards soran nem
injekcidzunk kozvetleniil adenovirus alapt vektorokat a betegbe, hanem a virusvektort a
betegbdl szarmazo daganat sejtek ex vivo kezelése soran hasznaljuk. Eddig egyetlen olyan
esetet sem irtak le az irodalomban, hogy a vakcindciéra hasznalt daganatsejtek 1j
lokalizacioj tumort indukaltak volna. Ismét ki szeretnénk emelni, hogy a sejteket
felhasznalas eldtt 50 Gy egyszeri, akut sugardozissal kezeljiik. Ez a sugarddzis bizonyitottan
leéllitja a sejtosztddast és egy héten beliil, az 6sszes sejtet elpusztitja.

A kezelés alatt fellépd barmilyen stlyos mellékhatast azonnal jelentiink.

13.0 Az I. fazisa klinikai bevezetési eljaras értékelése

A tervezett eljaras soran glioblastoma multiforme-s betegeket kivanunk kezelni autolog,
GM-CSF-et termeld daganatsejt vakcindkkal. A betegeket a vakcinalas el6tt a szokasos miitéti
¢és sugarterapiaval kezelik. A Fazis I eljaras célja az immunrendszer aktivalodédsanak a mérése
¢s a vakcindacios kezelés hatdsara esetleg fellépd toxicitas kimutatasa. Amennyiben mérsékelt
toxicitds mellet az immunrendszer anti-tumoralis aktivitdsa kimutathatd, ugy az eljarast
pozitivan értékeljiik, és javaslatot teszlink a vizsgélatok kiterjesztésére az esetleges terdpias
hatas mérése céljabol.

18



Irodalom

1. Désaknai, Sz., Lumniczky, K., Hidvégi, E.J., Hamada, H. and Safrany G. (2001) Brain
tumor treatment with IL-2 and IL-12 producing autologous cancer cell vaccines. Adv. Exp.
Med. Biol. 495. 369-372.

2. Lumniczky, K., Désaknai, Sz., Mangel, L., Szende, B., Hamada, H., Hidvégi, E.J., and
Safrany G. (2002) Local tumor irradiation augments the anti-tumor effect of cytokine

producing autologous cancer cell vaccines in a murine glioma model. Cancer Gene Ther. 9.
44-53.

3. Gupta, TKD., Cohen, EP. and Richards, JM. (1997) Clinical protocol: Phase I evaluation of
interleukin-2.transfected irradiated allogenic melanoma for the treatment of metastatic
melanoma. Human Gene Ther. 8. 1701-1714.

4. Nawrocki S, Murawa P, Malicki J, Kapcinska M, Gryska K, Izycki D, Kaczmarek A,
Laciak M, Czapczyk A, Karczewska A, Rose-John S, Mackiewicz A. (2000) Genetically
modified tumour vaccines (GMTV) in melanoma clinical trials.Immunol Lett 15. 81-86.

5. Mackiewicz A, Kapcinska M, Wiznerowicz M, Malicki J, Nawrocki S, Nowak J, Murawa
P, Sibilska E, Kowalczyk D, Lange A, Hawley RC, Rose-John S. (1998) Immunogene
therapy of human melanoma. Phase I/II clinical trial. Adv Exp Med Biol. 451. 557-60.

6. Sobol, RE., Fakhrai, H., Shawler, D., Gjerset, R., Dorigo, O., Carson, C., Khaleghi, T.,
Koziol, J., Shiftan, TA and Royston, L. (1995) Interleukin-2 gene therapy in a patient with
glioblastoma. Gene Therapy, 2. 164-167.

7. van Herpen CM. and De Mulder PH. (2000) Locoregional immunotherapy in cancer
patients: review of clinical studies. Ann Oncol 11. 1229-39.

8. Okada H, Attanucci J, Tahara H, Pollack IF, Bozik ME, Chambers WH, Lotze MT.
Characterization and transduction of a retroviral vector encoding human interleukin-4 and
herpes simplex virus-thymidine kinase for glioma tumor vaccine therapy. (2000) Cancer Gene
Ther 7. 486-94.

9. Okada H, Pollack IF, Lotze MT, Lunsford LD, Kondziolka D, Lieberman F, Schiff D,
Attanucci J, Edington H, Chambers W, Robbins P, Baar J, Kinzler D, Whiteside T, Elder E.
(2000) Gene therapy of malignant gliomas: a phase I study of IL-4-HSV-TK gene-modified
autologous tumor to elicit an immune response. Human Gene Ther 11. 637-53

10. Okada H, Giezeman-Smits KM, Tahara H, et al. (1999) Effective cytokine gene therapy
against an intracranial glioma using a retrovirally transduced IL-4 plus HSVtk tumor vaccine.
Gene Ther.;6:219-226.

11. Okada H, Pollack IF, Lieberman F, Lunsford LD, Kondziolka D, Schiff D, Attanucci J,
Edington H, Chambers W, Kalinski P, Kinzler D, Whiteside T, Elder E, Potter D. (2001)
Gene therapy of malignant gliomas: a pilot study of vaccination with irradiated autologous
glioma and dendritic cells admixed with IL-4 transduced fibroblasts to elicit an immune
response.Human Gene Ther 12. 575-95.

19



12. Wakabayashi T, Mizuno M. and Yoshida J. (1998) Gene therapy of central nervous
system tumors. Neurol Med Chir (Tokyo) 38. 763-71.

13. Hatano N, Wakabayashi T, Kajita Y, Mizuno M, Ohno T, Nakayashiki N, Takemura A,
Yoshida J. (2000) Efficacy of post operative adjuvant therapy with human interferon beta,
MCNU and radiation (IMR) for malignant glioma: comparison among three protocols. Acta
Neurochir (Wien) 142. 633-8.

14. Eck SL, Alavi JB, Judy K, Phillips P, Alavi A, Hackney D, Cross P, Hughes J, Gao G,
Wilson JM, Propert K. (2001) Treatment of recurrent or progressive malignant glioma with a
recombinant adenovirus expressing human interferon-beta (H5.010CMVhIFN-beta): a phase I
trial. Human Gene Ther 12. 97-113.

15. Zeltzer PM, Moilanen B, Yu JS, Black KL. (1999) Immunotherapy of malignant brain
tumors in children and adults: from theoretical principles to clinical application. Childs Nerv
Syst. 15. 514-28.

16. Liau LM, Fakhrai H, Black KL. (1998) Prolonged survival of rats with intracranial C6
gliomas by treatment with TGF-beta antisense gene. Neurol Res. 20. 742-7.

17. Kasprzak, H. (2001) IGF-1 (Insulin like growth factor 1) cellular therapy of brain tumors.
(személyes kozlés)

18. Visse E, Siesjo P, Widegren B, Sjogren HO. (1999) Regression of intracerebral rat glioma
isografts by therapeutic subcutaneous immunization with interferon-gamma, interleukin-7, or
B7-1-transfected tumor cells. Cancer Gene Ther. 6. 37-44.

19. Salford, LG., Siesjo, P., Skagerberg, G., Persson BRR., Kjellman C., Lindvall M., Visse,
E. and Videgren B. (2001) Clinical immunisation with autologous glioma cells transduced
with interferon-gamma by adenovirus. Proc. Int.Symp. New Treatments for Brain Tumors:
Gene Therapy and Neural Stem Cells. pp.72-73. October 17-20. Parma, Italy,

20. Nakamura, T., Sato, K. and Hamada, H. (2002) Effective gene transfer to human
melanomas via integrin targeted adenoviral vecors. Human Gene Ther. 13. 613-626.

21. Varallyay P, Nesbit G, Muldoon LL, Nixon RR, Delashaw J, Cogen JI, Petrillo A, Rink
D, and Neuwelt EA: Comparison of two superparamagnetic viral-sized iron oxide particles
ferumoxides and Ferumoxtran-10 with Gadolinium-chelate in imaging intracranial tumors
AJNR Am J Neuroradiol 23:510-519, 2002

22. Sipos L, Vitanovics D, Afra D: Recidiv malignus gliomak kezelése temozolomide-dal.
OH 21:1201-1204, 2002

23. Vitanovics D, Afra D: Glioblastoma multiforme: 1478 operalt beteg klinikai és
diagnosztikai adatai. Clin Neurosci/ldeggydgyaszati Szemle 51:236-242, 1998

24. Afra D, Vitanovics D: Glioblastoma II. A miitéti és a posztoperativ kezelés eredményei.
Clin Neurosci/Ideggyogyaszati Szemle 52:5-10, 1999

20



