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GENTHERAPIE: NEUE WEGE IN DER

KREBSBEHANDLUNG

ERNST WAGNER

GENE THERAPY: NEW METHODS
OF TREATING CANCER
ERNST WAGNER

In the present day and age, practically every
gene can be isolated and analysed with molecu-
lar-biological methods. The growing awareness
of causal genetic defectes can be used for the di-
agnosis of a significant part of over 4000 human
hereditary diseases. However, to a great extent,
we are still a long way from utilizing this knowl-
edge about the causes in the development of ef-
fective medication or treatment.

The new hope that the introduction of intact
genes into human body cells can now directly
cancel out the effect of the defective genes that
cause illness (“somatic gene therapy™), led, first
of all in the USA, now also in Europe. to the de-
velopment of a total of more than 40 gene-ther-
apy protocols. The treatment of relatively rare,
life-threatening hereditary diseases such as the
adenosine-deaminase defect, the mucovisci-
dosis. or the LDL receptor defect were initially
in the foreground. The very latest research re-
sults point out that gene therapy could also
possibly be used to fight more common ill-
nes such as cancer, which affect about a
quarter of all human beings in the course of
their lives.

One of the gene therapy approaches against
cancer is based on the concept of strengthening
the patient's immune defense system against
the tumour. In the development of tumours
such an immune reaction generally occurs in
the initial stages. 1 this is not capable of directly
shedding the tumour and destroying it, then the
immune defence system becomes increasingly
weaker as the development of the tumour pro-
gresses and is even actively suppressed by the
body. Many of the conventional ways of treat-
ing cancer, such as surgery or chemo-therapy,
which do help to remove large masses of -
mour in the short-term, very often fail in the
long-term because of the development of recur-
rences or the formation of metastasae. These
could be prevented by re-activating the im-
mune defence system against the tumour.

For this purpose. the patient should be adminis-
tered with his own genetically changed tumour
cells as a vaccine (tumour vaccine) in a split-
dose irradiated form. First of all, genes are intro-
duced into the tumour cells producing im-
muno-stimulated matter such as cytokine which

In der heutigen Zeit kann mit molekularbiologischen Me-
thoden praktisch jedes beliebige Gen isoliert und analysiert
werden. Die wachsenden Kenntnisse tiber die ursdchlichen
genetischen Defekte konnen fir die Diagnose eines wichti-
gen Teils der Gber 4000 menschlichen Erbkrankheiten ein-
gesetzt werden. Wir sind leider meist noch weit davon ent-
fernt, dieses Wissen tuber die Ursachen in die Entwicklung
von wirksamen Arzneimitteln oder Therapien umzusetzen.
Die neue Hoffnung, da durch EinschleuRen intakter Gene
in menschliche Korperzellen die krankmachende Wirkung
defekter Gene direkt aufgehoben werden kann (,Somati-
sche Gentherapie*), hat zunichst in den USA, nun aber auch
in Europa, zur Entwicklung von insgesamt bereits tiber 40
gentherapeutischen Protokollen gefithrt. Die Behandlung
von relativ seltenen, lebensbedrohlichen Erbkrankheiten
wie dem Adenosin-Deaminase-Defekt, der Mukoviszidose,
oder dem LDL-Rezeptordefekt standen dabei anfinglich im
Vordergrund. Forschungsergebnisse aus der allerletzten Zeit
weisen darauf hin, daB die Gentherapie moglicherweise
auch zur Bekidmpfung von wesentlich hiufigeren Erkran-
kungen, wie Krebs, der etwa ein Viertel aller Menschen in
ihrem Lebenslauf betrifft, eingesetzt werden konnte.

Einer der gentherapeutischen Ansitze gegen den Krebs be-
ruht auf dem Konzept, die Inmunabwehr des Patienten ge-
gen den eigenen Tumor zu stirken. Bei der Entwicklung
von Tumoren tritt meist anfiinglich eine solche Immunreak-
tion auf. Ist diese nicht imstande, den Tumor unmittelbar ab-
zustoBen und zu zerstoren, so wird die Immunabwehr mit
fortschreitender Tumorentwicklung immer schwicher oder
sogar vom Korper aktiv unterdriickt. Viele der herkémmli-
chen Methoden der Krebsbehandlung, wie Chirurgie oder
Chemotherapie, die kurzfristig helfen, grofe Tumormassen
zu entfernen, versagen dann aber oft langfristig, da es zum
Auftreten von Rezidiven oder zur Bildung von Metastasen
kommt. Diese kénnten durch eine Reaktivierung der Imm-
unabwehr gegen den Tumor verhindert werden.

Zu diesem Zweck sollen dem Patienten seine eigenen, gen-
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technisch verinderten Tumorzellen in bestrahlter, nicht tei-
lungsfihiger Form als Impfstoff (,Tumorvakzine™) verab-
reicht werden. Zuvor werden in die Tumorzellen Gene ein-
geschleus$t, die immunstimulierende Stoffe wie Zytokine
produzieren, die die Immunzellen des Korpers an die Impf-
stelle locken. Eine erfolgreiche Impfung aktiviert und ver-
mehrt in der Folge tumorspezifische zytotoxische T-Zellen.
das sind Immunzellen, die im Korper des geimpften Patien-
ten zirkulieren und einzelne verstreute Tumorzellen bzw.
Mikrometastasen gezielt zerstoren.

Voraussetzung fiir eine derartige Therapie ist eine effiziente
und gefahrlose Methode, Zytokin-Gene auflerhalb des Kor-
pers in kultivierte Krebszellen einzufihren. Ein dafiir geeig-
netes Gentransfersystem wurde am Institut fiir Molekulare
Pathologie in Wien in einer Zusammenarbeit von unserer
Gruppe mit der Gruppe von Prof. Max Birnstiel, und der
Gruppe von Dr. David Curiel von der Universitiit in Chapel
Hill, North Carolina, entwickelt. Ausgangspunkt war dabei
die Entwicklung von synthetischen, d.h. im Reagenzglas
chemisch hergestellte Komplexen. Diese enthalten die the-
rapeutischen Gene in Form von Nukleinsiiure (DNA), die
mit Transportproteinen wie Transferrin verpackt sind. Da-
durch wird die Rezeptor-vermittelte Endozytose, ein nattirli-
cher effizienter Aufnahmemechanismus. zum Einschleuen
des therapeutischen Genes in die Zelle moglich.

Diese synthetischen Nukleinsiure-Komplexe haben gewis-
se Ahnlichkeiten mit natiirlichen Viren. was die Kapaziti,
DNA in die Zellen einzuschleufden, betrifft. Die Kiinstlichen
Viren“ haben aber den groen Vorteil, daf sie nicht wie na-
tirliche Viren innerhalb von Zellen vermehrt werden kon-
nen. Neben den komplett synthetischen Viren haben wir
auch sehr effiziente Mischformen wie ein System entwickelt,
das abgetotete Adenoviruspartikel enthiilt. Dabei werden
die DNA-Komplexe mit hoher Effizienz in die Zelle und wei-
ter in den Zellkern transportiert. Hier kommt es dann zur
Ubersetzung des therapeutischen Gens in Boten-RNA, die
weiter in den entsprechenden EiweiSstoft, das therapeuti-
sche Protein, libersetzt wird.

Diese Technik wurde an einer Reihe verschiedener Tumor-
zellen, wie an frisch isolierten Melanomzellen, die einen
bosartigen Hautkrebs verursachen, erprobt. In sehr vielen
Fillen wurde dabei ein effizienter Gentransfer erreicht. Bei
der Herstellung einer Tumorvakzine (siche Abbildung) sol-
len frische, chirurgisch isolierte Tumorzellen des Patienten
mit dem Gen fur das Zytokin Interleukin-2 versehen wer-
den. Nach Bestrahlung dieser Zellen, die dadurch nicht
mehr teilungsfihig sind, sollen die Zellen als Impfstoff in die
Haut injiziert werden. An der Immunisierungsstelle produ-
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entice the body's immune cells to the place of
vaccination. A successful vaccination conse-
quently activates and increases specific tumour
cvtotoxic T-cells—that is immune cells that cir-
culate in the body of the vaccinated patient and
which purposefully destroy individually dis-
pered tumour cells or micro-metastasae.

Tumounr vaccine

Isolation of the umour cells
Tumour Primary cultures
Transfection with cytokin genes
Inactivation by X-ray treatment
Production of the vaccine
Vaccination

The prerequisite for such a therapy is an cffi-
cient and harmless method of introducing cy-
tokin genes into cultivated cancer cells outside
the body. A suitable gene tansfer system was
developed at the Institute for Molecular Patho-
logy in Vienna in cooperation with our group,
and the eam headed by Prof. Max Birnstiel and
that of Dr. David Curiel from the University in
Chapel Hill, North Carolina. The starting point
was the development of synthetic i.c. chemi-
cally produced complexes in the reagent glass.
These contain the therapeutic genes in the form
of nucleic acid (DNA) which are packed with
transport proteins such as Transferrine. In doing
s0, the receptor-mediated endocytosis, a natu-
rally efficient receptive mechanism for intro-
ducing the therapeutic genes into the cells. is
possible.

These synthetic nucleic acid complexes have
certain similarities with natural viruses, as faras
the capacity of introducing DNA into the cells is
concerned. The artificial viruses™ do have the
big advantage that they cannot multiply within
the cells like natural viruses. In addition to the



completely synthetic viruses, we have also de-
veloped very efficient mixed forms, like a sys-
tem containing dead adenovirus particles. Here
the DNA complexes are very efficiently trans-
ported into the cell and onto the nucleus of the
cell. Then the therapeutic genes are trans-
formed into messenger RNA which are trans-
formed into the corresponding protein matter,
the therapeutic protein.

This technique was tested on a series of differ-
ent tumour cells ¢.g. on freshly isolated mela-
noma cells which cause malignant skin cancer.
In a lot of cases. an efficient gene transfer was
achieved. In the manufacture of a tumour vac-
cine (see Figure), the patient's fresh surgically
isolated tumour cells are to be given the gene
for the cytokin Interleukin-2. After irradiating
these cells which are then no longer split. the
cells are to be injected into the skinas a vaccine.
At the point of vaccination these irradiated tu-
mour cells produce great amounts of Inter-
leukin-2 whereby a strongly tumour-specific
immune response should be initiated (see
above).

The efficiency of such tumour vaccines has al-
ready been shown in a mouse melanoma
model. Here. mice were vaccinated twice with
Interleukin-2-productive. irradiated mouse me-
lanoma cells. Afterwards, vaccinated and non-
vaccinated animals were given mouse mela-
noma cells. In every non-vaccinated mouse a
tumour developed within two weeks, whereas
all the vaccinated animals were  protected
against the development of cancer. As to
whether such a gene therapy tumour vaccine
can lead to an immunological additional form
of treatment in human beings for the operative
removal of the tumour. to cure cancer, can only
be discovered by treating cancer patients.

zieren diese bestrahlten Tumorzellen grofe Mengen an In-
terleukin-2, wodurch eine starke tumorspezifische Immun-
antwort in Gang gesetzt werden soll (siehe oben).

Die Wirksamkeit einer derartigen Tumorvakzine wurde be-
reits in einem Mausmelanom-Modell gezeigt. Dabei wurden
Miuse zweimal mit Interleukin-2 produzierenden, bestrahl-
ten Mausmelanomzellen geimpft. Danach wurden geimpf-
ten und nichtgeimpften Tieren Mausmelanomzellen einge-
pflanzt. In allen nichtgeimpften Miusen entwickelte sich in-
nerhalb zweier Wochen ein Tumor, wihrend alle geimpften
Tiere vor der Krebsentstehung geschutzt waren. Ob eine
derartige gentherapeutische Tumorvakzine beim Menschen
als immunologische Zusatzbehandlung zur operativen Ent-
fernung des Tumors zur Heilung vom Krebs fiihrt, kann nur
durch Behandlung von Krebspatienten herausgefunden
werden.
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