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Pregled
Review

GENSKO LIJECENJE U PEDIJATRIJI

JASMINKA PAVELIC*

Opéenito, gensko lijecenje znaci unos rekombinantnih nukleinskih kiselina, DNA ili RNA, sense ili antisense, in vivo ili ex
vivo, u tjelesne ili spolne stanice, sa svrhom nadomjestanja ucinaka aktivnosti mutiranog gena ili usporavanja ili dokidanja
bolesti. Mogucnost primjene genskog lijecenja je veoma Siroka, a najcesce se provodi u podrucju onkologije kroz nekoliko
razlicitih pristupa: a) molekularnu kemoterapiju, b) geneticku imunoterapiju, c) nadomjestanje ucinaka mutacija. Svi problemi
vezani uz gensko lijecenje, naravno, nisu rijeseni. Najveci su problem vektori, tj. nacin isporuke gena u ciljnu stanicu. Najcesce
se kao vektori upotrebljavaju virusi koji nemaju sposobnost umnazanja. I neviralni vektori, tzv. "gola" DNA ili RNA zatvorena u
lipidne vakuole, takoder se mnogo koriste. Medutim, bez obzira koji se prijenosni sustav koristi mora zadovoljavati 4 glavna
svojstva: specificnost, ucinkovitost, dugotrajna ekspresija transgena i mora biti siguran za oboljelog. Nazalost, sve ove osobitosti
jos uvijek nisu potpuno rijesene i predstavijaju glavne prepreke u potpuno sigurnom i uspjesnom genskom lijecenju. U lijecenju
djece oboljele od tumora u klinickom je istrazivanju faze 1 nekoliko studija. lako zasada nema posebnog klinickog uspjeha,
poboljsanja tehnologije prijenosa gena, bolje razumijevanje mehanizama progresije tumora i izbjegavanje imunoloskog nadzora
otvara nove perspektive za lijecenje djece, mozda cak i kombiniranom primjenom genskog lijecenja i standardne kemoterapije.

Deskriptori: GENSKO LIJECENJE, PEDIJATRIJA, TUMORI

Razvitkom rekombinantne
tehnologije DNA Sirom su otvorena
vrata brojnim probojima u medicini.
Jedan od njih je 1 gensko lijeCenje -
"upotreba gena kao lijeka" - kojim se
terapeutski gen isporucuje organizmu u
svrhu lijeCenja nasljednih i stecenih
bolesti. Djelokrug primjene ovog, jos
uvijek novog nacina lijeCenja, je veoma
sirok. Ukljucuje, teoretski, lijecenje svih
oboljenja koja imaju osnovu u ostecenju
gena, monogenskih 1 poligenskih,
ukljucujudi i rak ali i razli¢itih zaraznih
bolesti kao §to je na primjer AIDS.

Sto je gensko lijeenje?

Opéenito, gensko lijeéenje znaéi
unos rekombinantnih ~ nukleinskih
kiselina, DNA ili RNA, sense ili
antisense, in vivo ili ex vivo, u tjelesne ili
spolne stanice, sa svrhom nadomjestanja
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ucinaka aktivnosti mutiranog gena ili
usporavanja ili  dokidanja  bolesti.
Moguénost primjene genskog lijeCenja
je veoma $iroka, a najéesce se provodi u

podrucju onkologije kroz nekoliko
razli¢itth  pristupa: a) molekularnu
kemoterapiju, b) geneticku

imunoterapiju, ¢) nadomjestanje ucinaka
mutacija.

STRATEGIJE GENSKOG LIJECENJA

Molekularna kemoterapija obuhvaca
nekoliko razli¢itih pristupa od kojih je
najznacajniji unos gena za toksin u
stanice tumora. Ovaj pristup zamisljen je
kao moguénost selektivnog uniStavanja
stanica tumora. Kod molekularne
kemoterapije postoji moguénost
selektivnog, specificnog unosa gena za
toksin samo u stanice tumora (1, 2).
Najces¢e primjenjivan pristup je unos
gena za timidin kinazu iz virusa herpes
simpleks (HSV-tk) u stanice tumora;
enzim pretvara netoksicni protuvirusni
lijek ganciklovir, u toksi¢ni oblik te tako
izaziva uniStenje (samoubojstvo) stanica
tumora (3, 4). U stanice tumora mogu se
unositi i geni ¢iji ¢e produkti dovesti do

pojacanog djelovanja konvencionalne
kemoterapije.

Slijede¢i pristup je imunoterapija
tumora (1). Svrha je pojacati
imunolosku reakciju protiv tumora
unosom gena u stanice tumora ili stanice
imunoloskog sustava. U ovom su
podrucju genskog lije€enja dendriticne
stanice zauzele centralno mjesto (5).
Ingestijom 1  preradom  antigena
dendriti¢ne stanice aktiviraju
citotoksi¢ne i pomoc¢nic¢ke limfocite T,
limfocite T-ubojice, ali i limfocite B.

Dendritiéne stanice uzimaju se iz
organizma oboljelog 1 in vitro
vakciniraju  specificnim  antigenom

stanica tumora. Procesiranjem antigena,
sintezom  glavnog  lokusa  tkivne
snoSljivosti 1 ispoljavanja receptora za
citokine, aktivirane dendriti¢ne stanice,
vraéene u oboljelog, poti¢u imunoloski
odgovor domacina.

I konacno, pristup nadomjeStanja
ucinaka mutacija odnosi se na onkogene
(genskim ih se lijeCenjem nastoji
inaktivirati upotrebom sintetskih
antisense molekula DNA 1 RNA ili pak
upotrebom protutijela koja inhibiraju
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funkciju = mutiranog  proteina) i
supresorske gene (u stanice se unosi
funkcionalna kopija mutiranog
supresorskog gena) (6-8). Bez obzira na
odabir svi se oblici genskog lijeCenja
svode na modificiranje genoma ciljnih
stanica sa svrhom terapeutskog probitka.

Prijenosni sustavi

Svi problemi vezani uz gensko
lijecenje, naravno, nisu rijeSeni. Najveci
su problem vektori, tj. naCin isporuke
gena u ciljnu stanicu. Najcesée se kao
vektori upotrebljavaju virusi koji nemaju
sposobnost umnazanja. [ neviralni
vektori, tzv. "gola" DNA ili RNA
zatvorena u lipidne vakuole, takoder se
mnogo koriste (9). S obzirom da lipidne
strukture i sama DNA ne mogu izazvati
imunolosku reakciju organizma, u tom
su pogledu bolji od virusnih vektora.
Izgleda zapravo da su kationski liposomi
metoda izbora prijenosa gena. Gotovo su
netoksi¢ni za organizam, lako se
pripremaju, a nacini unosa u organizam
su gotovo neograniCeni, $to uvelike
doprinosi rjesavanju problema
ucinkovitosti transfekcije.

Ipak, pri upotrebi liposoma veliki
problem c¢ine specificnost i trajanje
ekspresije transgena s obzirom da se ne
integrira u genom ciljne stanice.
Medutim, bez obzira koji se prijenosni
vektor koristi mora zadovoljavati Cetiri
glavna svojstva: specificnost, u¢inkovit

prijenos gena, dugotrajna ekspresija
transgena, mora biti siguran za
oboljelog. Nazalost, sve su ove

osobitosti jo§ uvijek nepotpuno rijesene i
predstavljaju glavne prepreke u potpuno
sigurnom i uspjeSnom  genskom
lijeCenju. Kada npr. govorimo o
specificnosti potrebno je naglasiti da su
stanice u koje treba isporuciti transgen
Cesto nedovoljno poznate ili tesko
dostupne, pa je stoga specificna
transfekcija otezana. Ovo je osobito
naglaseno u genskom lijecenju bolesti
krvotvornog tkiva.

Problem ucinkovitog prijenosa gena
i razine ekspresije transgena izrazeni su
naroCito prilikom klinicke primjene
genskog  lijeCenja.  Niska  razina
ekspresije zahtjeva povecanje doze
vektora ili ¢eS¢e unoSenje Sto nas pak
dovodi do novih problema -
imunoloskog reagiranja domadina i
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sigurnosti genskog lije¢enja. lako za sve
oblike genskog lijeCenja dugotrajna
ekspresija transgena nije nuzna, najcesce
je ipak potrebna. Duzina trajanja
ekspresije transgena razlicita je i ovisi o
transgenu, nacinu prijenosa i ciljnom
tkivu. Na primjer, mnogi adenoviralni
vektori omogucuju ekspresiju transgena
kroz samo 2 do 3 tjedna. Suprotno tome,
transgen unesen u ciljno tkivo adeno-
zdruzenim  virusnim  vektorom ne
eksprimira se kroz nekoliko prvih
tjiedana nakon unosa, ali je potom
ekspresija visoka i dugotrajna. Sigurnost
domacina u odnosu na moguce nezeljene
ucinke koji su posljedica unosa viralnih
vektora osnovni je preduvjet klinicke
primjene i predstavlja jedno od glavnih
pitanja eti¢nosti genskog lijeCenja.

Virusni sustavi za prijenos gena

Virusi su prikladni za prijenos gena
jer su evolucijski oblikovani tako da
ulaze u stanicu domadara i u njoj
eksprimiraju svoje gene. Retrovirusi se
najdulje upotrebljavaju kao prijenosnici
u genskom lijeenju (10). Prednost
uporabe tih virusa, nad drugima, jest
sposobnost stabilne ugradnje u genom
replicirajuc¢ih stanica domacina.
Ugradeni se gen prenosi u sve buduce
generacije  zarazenih  stanica. No,
retrovirusi imaju i neke nedostatke. Npr.
mogu se ugraditi u kromosome razlicitih
tipova stanica pa stoga nisu visoko
specificni za Zzeljeni tip stanica
domacina.

Nadalje, zbog nasumicne ugradnje
retrovirusne DNA u genom domacdina
moguca je opasnost od oSteCenja vaznih
gena domacdina, aktivacije onkogena ili
osteCenja tumor supresorskih gena. Uz
retroviruse slijede¢i najeksploatiraniji
virusni vektori izvode se iz adenovirusa
(11). Lako zarazavaju stanice covjeka i
proizvode velike kolicine zeljenog
proteina. Razmjerno su sigurni, iako
Cesto aktiviraju nezeljeni imunoloski
odgovor. Adenovirusi se ne ugraduju u
genom ciljne stanice pa nema opasnosti
od osteéenja vitalnih gena stanice.
Medutim, adenovirusima uneseni geni
samo su privremeno aktivni (ostaju u
episomalnom obliku pa se mogu izgubiti
iz stanica koje nastaju diobom zarazene
stanice), pa se u kroni¢nih bolesnika
lijeCenje mora periodicki ponavljati.

KLINICKA ISKUSTVA

Nadomjestavanje ucinaka mutacija

Pristup genskog lijeCenja kada se
nadomjestava u¢inak mutacija odnosi se
na onkogene i tumor supresorske gene.
U odraslih su osoba odobreni neki
klinicki  protokoli ovakvog oblika
lijeCenja  koji  ukljuuju  korekciju
mutacije tumor supresorskog gena p53 u
tumorima glave i vrata i karcinomima
bronha (12-14). Odgovarajuéi pristup
lijecenja djece koja boluju od tumora
zasada ne postoji. Za potpuno rjeSenje
primjene ovog oblika lijeCenja bit ce
potrebno  razrijesiti neke dodatne
probleme kao Sto su unos terapetskog
gena u velik broj ciljnih stanica
primarnog, ali i metastatskog tumora.

Nije zanemariva ni Cinjenica da
unos jednog terapeutskog gena mozda
ne rjeSava uniStenje svih stanica tumora
pri ¢emu preostale, netretirane stanice,
predstavljaju  potencijalnu  opasnost
relapsa bolesti. I naposljetku, s obzirom
da mnoge mutacije uzrokuju pojacanu
aktivnost gena (onkogena aktivacija) i
dominantni fenotip, lijeCenje zahtjeva
blokiranje gena ili njegovog proteinskog
produkta ribozimima, antisense RNA ili
siRNA (15, 16).

Molekularna kemoterapija

Koncept se osniva na uvodenju, u
stanicu tumora, gena Ciji produkt
pretvara neki netoksi¢ni spoj u toksican,
te tako pokrece mehanizam
samoubojstva ciljne stanice. Najvise
upotrebljavani sustav koristi gen za
timidin kinazu virusa herpes simpleks
(HSV-tk). Uvodenjem gena HSV-tk u
stanice tumora, te dodatkom
ganciklovira, dolazi do stvaranja GCV-
monofosfata kojeg endogene stani¢ne
kinaze dalje fosforiliraju do
citotoksicnog trifosfata. Za vrijeme
replikacije, DNA polimeraza pogresno
umece ovaj trifosfat na mjesto gvanidina
¢ime se dokida sinteza rastuceg lanca
DNA $§to dovodi do smrti stanice (17-
20).

Zdravo tkivo je pri tom zasti¢eno jer
se toksi¢ni ganciklovir ugraduje samo u
DNA proliferiraju¢ih  stanica (21).
Ganciklovir uzrokuje znacajno
povladenje tumora cak i1 kada je, u
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stanica,
vektorom

ukupnoj masi
samo mali broj
transformiranih  stanica. Pojava se
objasnjava "bystander" uéinkom -
prelaskom fosforiliranog ganciklovira iz
vektorom transformiranih stanica u
susjedne netransformirane stanice. Osim
sustava HSV-tk danas se rabi jo§ barem
dvadesetak razli¢itih slicnih sistema od
kojih  su brojni i u klinickim
istrazivanjima (22, 23).

neoplasti¢nih

Idealan model ovog oblika genskog
lijecenja predstavljaju tumori mozga koji
metastaziraju veoma rijetko pa je glavni,
i jedini cilj lijecenja, primarni tumor.
Ipak, jedno od ogranienja lijeCenja je
Cinjenica da se terapetski gen moze
unositi samo lokalno. Na odraslim su
osobama ovim pristupom ucinjena
brojna istrazivanja pa postoje i brojni
klinicki protokoli (24-26). Suprotno
tome, postoji samo jedan primjer
klini¢ke primjene ovog oblika lijecenja u
djece. Radilo se o progresivnom
supratentorialnom tumoru mozga (27).
U studiju je bilo ukljuceno dvanaestero
djece. Nakon kirurSkog odstranjenja
glavne mase tumora nastavljeno je
gensko  lijjeCenje  sustavom HSV-
tk/ganciklovir. Nazalost, u jedanaestero
djece nije opaZzen nikakav probitak. U
samo jednog djeteta remisija bolesti
trajala je 18 mjeseci.

Nedavno je ucinjen i klinicki pokus

lijeCenja  retinoblastoma  koji  se
uobicajeno lijeci kirurski i/ili
kemoterapijom. Metodom  genskog

lijeCenja, upotrebom terapetskog gena
HSV-tk ugradenog u adenoviralni
vektor, lijeCena su tri mala pacijenta. U
dvoje je opazena znaCajna regresija
tumora (a i vid je bio o¢uvan) do godine
dana nakon provedenog lijeCenja. Ovaj

se nacin lijeCenja danas provodi
uglavnom za monolateralni
retinoblastom.

Poticanje rezistencije na lijekove

Koncept lijeCenja  pojacavanjem
ucinaka doze lijeka ve¢ se dugo razmatra
u modernoj pedijatrijskoj onkologiji.
Smatra se da se davanjem vece doze
citotoksi¢nog lijeka tijekom duzeg
vremenskog perioda moze izlijeciti veci
broj oboljelih. Nazalost, za brojne je
pedijatrijske zlo¢udne bolesti pokazano
da ne podlijezu ovim ocekivanjima. 1z

tih je razloga proizasla ideja genskog
lijeCenja kojim bi se zdrave stanice
zaStitile od uéinaka povecanih doza,
npr.,  kemoterapeutika, dok  bi
istovremeno  nezasticene  zlo¢udne
stanice trebale reagirati na citostatike.

Najcesce upotrebljavan gen
poticanja rezistencije na lijekove je
multidrug resistance-1 gen (MDR-1).
Produkt gena djeluje kao pumpa koja iz
stanica izbacuje viSak lijeka i time
sprjecava nakupljanje malih toksi¢nih
molekula, ali i molekula citostatika kao
§to su npr. mitoksantron i daunorubicin.
Glavni toksi¢ni ucinak ovih citostatika
olituje se na progenitorskim stanicama
hematopoetskog sustava pa je u ovom
pristupu lijeCenja cilj unijeti terapeutski
gen upravo u te stanice. U odobrenim
klinickim pokusima uz terapeutski se
gen uvodi 1  tretman  stanica
fibronektinom i cimbenikom rasta
hematopoetskog  tkiva te  CeSce
ponavljanje tretmana. Rezultati su
zadovoljavajuci (28).

Osim gena MDR-1 po istom se
principu koriste i drugi geni, kao npr.
bakterijski gen za nitroreduktazu (Stiti
stanice od Stetnog djelovanja tiotepa), te
mutirani gen za dihidrofolat reduktazu
koji  stiti  stanice od  djelovanja
metotreksata (29, 30). Ipak, i u ovom
obliku lijeCenja postoje neki problemi.
Osim zdravih stanica vektori mogu
zaraziti 1 zlo¢udne pa se time potice
otpornost onih stanica koje zapravo
moraju biti uniStene. Nadalje, zastite li
se hematopoetske stanice jo§ uvijek
ostaje niz nezaSti¢enih organa (pluca,
crijeva, koza) koji trpe Stetu od visokih
doza kemoterapeutika. Zasada nema
odobrenih klinickih pokusa ovog oblika
lijecenja tumora u djece.

Geni biljezi

Princip ovog oblika lijeenja je unos
gena  necovjeCjeg  podrijetla u
domacinove T-limfocite ili
hematopoetske stanice. Jednostavnom
detekcijom gena ili njegovog produkta
omoguceno je i pracenje sudbine stanica
u kojima se gen nalazi (31). O¢ito je da
u ovom slucaju gen nema izravan
terapeutski ucinak ve¢ daje informacije
o ponasanju i sudbini ciljnih stanica.
Ovaj se postupak veoma Cesto koristi za
obiljezavanje mati¢nih stanica koStane

Srzi za vrijeme autolognih
transplantacija. Na taj se nacin odreduje
udio zloc¢udnih stanica, u transplantatu,
koje ¢e eventualno doprinijeti relapsu
bolesti (32).

Hematopoetske se stanice koStane
srzi obi¢no obiljezavaju retroviralnim
vektorom koji nosi gen rezistencije na
neomicin. Tako se za vrijeme relapsa
moze odrediti da li se gen biljeg nalazi u
zlo¢udnim stanicama. Upotreba ovog
modela zapocela je 1991. godine;
primijenjen je u lije¢enju
transplantacijom stanica koStane srzi
oboljelih od razli¢itih tumora, kao $to su
npr. akutna mijeloidna leukemija,
kroni¢na mijeloidna leukemija, akutna
limfoblasti¢na leukemija, neuroblastom,
limfom (32-35).

U jednom je klinickom pokusu
provedenom na dvanaestero djece s
akutnom  mijeloidnom  leukemijom
Cetvero dozivjelo relaps. U tri od ta Cetiri
djeteta gen-biljeg nalazio se u zloCudnim
stanicama $to je nedvojbeno potvrdilo da
su zloéudne stanice, =zaostale u
transplantatu kostane srzi, bile uzrokom
relapsa bolesti (31). Nalazom gena-
biljega u zdravim hematopoetskim
stanicama potvrdeno je da je upravo
transplantat koStane srzi bio zasluzan za
dugoro¢nu rekonstituciju koStane srzi
nakon transplantacije (36). U jednom je
klinickom pokusu zabiljezeno cak
desetgodiSnje prezivljene transplantata
(37).

Imunoterapija

Osniva se na Cinjenici da stanice

tumora ispoljavaju tumor specifi¢ne
antigene koji su meta imunoloske
reaktivnosti organizma. Ovakvi su

antigeni naroCito brojni na stanicama
tumora djece; isti tumori Cesto
ispoljavaju i onkofetalne 1 antigene
specificne za pojedine periode razvitka
jedinke, a kojih nema u zdravim
stanicama djece (38, 39). Jedan od
najcescih pristupa genskog lijeCenja je
pojacavanje  imunogenicnosti  slabih
tumor specifi¢nih antigena i ojacavanje
populacije prekursorskih limfocita T
koji te antigene prepoznaju.

Kako su za pokretanje i provodenje
imunoloske reakcije kljucéni razliciti
kemokini i citokini onda je jedan od
najcesce primjenjivanih nacina
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ojacavanja imunoloske reakcije na slabe
tumor specifiéne antigene pojacavanje
ekspresije jednog ili vise citokina unutar
stanica tumora. Ovdje se dakle radi o
vakcinaciji stanica tumora, ili zdravih
imunokompetentnih stanica, genima za
citokine. U tom se smislu Cesto koristi
gen za limfotaktin koji pomaze
prezentaciju npr. GM-CSF, gen za TNF,
odnosno interleukin 7 koji pojacavaju

aktivnost CD4-stanica, gen za 7y
interferon koji pojacava ekspresiju
antigena  glavnog  lokusa  tkivne

sno§ljivosti klase 1 odnosno gen za
interleukin 2 koji pojacava reaktivnost
limfocita T (40-45).

Opisanim su nac¢inom u klinickom
pokusu tretirani neuroblastomi djece
transducirani adenoviralnim vektorom s
genom za interleukin 2. U pokusu
autologne transplantacije pacijenti su
primili 8 potkoznih injekcija stanica
vlastitog tumora. ViSe od polovine
pacijenata  stvaralo je  specifi¢na
protutijela, a specifiéni citotoksi¢ni
limfociti T  atakirali su stanice
neuroblastoma. Od 10 pacijenata pet ih
je reagiralo na tumor (46). U pokusu
alogene transplantacije = imunoloske
stanice nisu izazvale vidljivu specifi¢nu
reakciju; samo je jedan pacijent pokazao
djelomi¢nu reakciju (47). U obje je
studije znacajan broj djece pokazao
dobru reaktivnost na naknadno lijeCenje
etopozidom. Ovo  medudjelovanje
izmedu genske imunoterapije i niske
doze kemoterapeutika opazena je
takoder i u brojnim lijeenjima odraslih
osoba s tumorom.

Slijedeci pokus lijeCenja
neuroblastoma temelji se na podacima
dobivenim u pokusima na Zivotinjama;
pokazano je da kombinacija T-
limfotaktina (Lptn) i interleukina 2
ubrzava i pojacava imunolosku reakciju
na stani¢nu liniju neuroblastoma (40).
Sliéno tome, oboljele su osobe primile
ili autolognu vakcinu ili alogeni¢nu s
genima za interleukin 2 i Lptn (48). U
alogenoj grupi po prvi se je puta mogla
vidjeti specifi¢na antitumorska
imunoloska reakcija, a dva su pacijenta
usla u potpunu remisiju. U pokusu
autologne transplantacije uspjeh nije bio
ve¢i nego kad je primijenjen samo gen
za interleukin 2.

Sto se ti¢e tumora hematopoetskog
tkiva klinicki su pokusi u fazi L
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Autologne su stanice mijeloblasticne
leukemije transducirane genom za GM-
CSF. Ovakvi su pokusi nedavno
prosireni 1 na akutnu mijeloi¢nu
leukemiju u djece (43). U tijeku su i
klinicki pokusi gdje se kombiniraju geni
za CD 40 ligand i gen za IL-2 u
imunoloskom lijecenju akutne
limfoblasti¢ne leukemije. U nekoliko je
studija pokazana iskoristivost
adoptivnog  prijenosa  citotoksi¢nih
limfocita T usmjerenih na viralne i
tumorske antigene. Upotrebom gena-
biljega u takvim se pokusima moglo
pratiti prezivljenje i mjesta naseljavanja
T-limfocita, ali se takoder moze odrediti
da 1i oni posreduju, npr. GVH (graft
versus host) reakciju.

Na primjer, Epstein Barr virus
postransplantacijska limfoproliferativna
bolest (PTLD) je  komplikacija
uzrokovana proliferacijom EBV-
inficiranih limfocita B i javlja se u 5-
30% pacijenata koji prime koStanu srz
osiromasenu limfocitima T od ne posve
srodnih davaoca. Nekoliko je grupa
autora istrazivalo isplativost stvaranja
davaocevih EBV specifi¢nih
citotoksi¢nih limfocita T za lijeCenje ove
bolesti (49-52).

Biagi i suradnici nacinili su takve,
davaoceve, limfocite i upotrijebili ih za
profilaksu 1 lijeCenje EBV-PTLD u
pacijenata nakon transplantacije
hematopoetskih stanica (53). Tijekom
sedam godina 56-tero djece koja su
primila  koStanu srz  osiromasenu
lifocitima T tretirano je, profilakticki, s
EBV-CTL. DvadesetSestero  djece
primilo je CTL sa genom rezistencije na
neomicin. Niti jedno od 56-tero djece
koja su primila EBV-CTL nije razvilo
PTLD. U netretirane djece PTLD se
razvija u 11,5% slucajeva (54). Gen-
biljeg bio je prisutan u stanicama jo§ 78
mjeseci nakon pocetka lijeCenja (55).
Ovakav se oblik lijeenja prosiruje sada
i na pacijente koji primaju transplantat
solidnog organa. Djeca su posebno
osjetliiva na PTLD jer su ceSce
seronegativna za vrijeme transplantacije
(56).

Adoptivna imunoterapija EBV pozitivne
Hodgkin-ove bolesti

Stanice limfoma pozitivne na EBV
u sindromu posttransplantacijske

limfoproliferativne bolesti ispoljavaju
Sirok spektar EBV-antigena i podlozni
su imunoterapiji. Sto je, medutim, s

Hodgkinovom bolesti i
nazofaringealnim tumorima koji
ispoljavaju znatno uzi spektar antigena?
Vise od 80% djece sa EBV-

Hodgkinovom bolesti moze se lijeciti,
ali je tretman za one koji su u relapsu
ograniten. Stovise, dugotrajno praéenje
prezivjelih od Hodgkinove bolesti
pokazuje  povecan rizik razvitka
sekundarnog tumora (57). Nefatalne
posljedice bolesti, kao npr. promijenjen
somatski rast, sterilnost i bolesti pluca,
takoder, mogu ozbiljno ugroziti kvalitetu
zivota  prezivjelih  pacijenata  (58).
Pozeljno je stoga da se razviju novi
oblici lijecenja koji bi mogli poboljsati
remisiju 1 smanjiti kasnije komplikacije.

Biagi i suradnici tretirali su 13
pacijenata s EBV-Hodgkinovom bolesti
upotrebom EBV specificnih
citotoksi¢nih limfocita T (53). Pet
pacijenata s minimalnom rezidualnom
bolesti nakon autologne transplantacije
koStane srzi osjecalo se dobro kroz
narednih 2 do 21 mjesec nakon infuzije
citotoksi¢nih limfocita T (59). U osam
pacijenata tretiranih za vrijeme akutne
faze bolesti injekcijom citotoksi¢nih
limfocita T s EBV-specificnim genom
biljegom gen-biljeg naden je i u
stanicama tumora, ali 1 u stanicama
perifernog optoka krvi, cak devet
mjeseci nakon tretmana (59).

Iako su ovo obecavajuéi rezultati ni
jedan pacijent s agresivnim relapsom
Hodgkinove bolesti nije bio izlijecen.
Ovo je mozda posljedica manjka
specifinosti EBV-specifi¢nih
citotoksi¢nih limfocita T za
imunosubdominantne antigene LMP1 i
LMP2 koji se nalaze na stanicama
Hodgkinovog tumora. Osim toga, ovi
tumori lue imunosupresivne citokine i
kemokine  koji  remete  funkciju
citotoksi¢nih limfocita T (60). Oba se
problema mogu rijesiti prijenosom gena
(61, 62).

Adoptivna imunoterapija EBV
pozitivnih nazofaringealnih karcinoma

Usprkos dobrog opéeg prezivljenja
nakon konvencionalne terapije ove
bolesti u djece, dugorocnije praéenje
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pacijenata pokazalo je, uz nacin lijeCenja
vezani, mortalitet (63, 64).

ZAKLJUCAK

Slobodno mozemo ustvrditi da je za
nama razdoblje velikih, donekle
neispunjenih ocekivanja od genskog
lijeCenja, posebice genskog lijecenja
djece oboljelih od tumora. Slijedi
razdoblje postupnog rjesavanja kljuénih
problema vezanih uz gensko lijeCenje, a
to su isporuka gena, regulacija aktivnosti
gena 1 izbjegavanje imunoloskog
odgovora. Tek nakon rjeSenja ovih
problema, a ona se naziru, gensko ce
lijecenje dobiti pravo mjesto u klinickoj
medicini, mjesto koje mu pripada kao
novom konceptu lijecenja.
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Gene therapy is "the use of genes as medicine". It involves transfer of a therapeutic recombinant nucleic acid, DNA or RNA,
sense or antisense, in vivo or ex vivo, into somatic or germ cells, in order to repair genetic fault. Thus it may be used to replace a
faulty gene, or to introduce a new gene whose function is to cure or to favorably modify the clinical course of the disease. Several
approaches are currently in use: a) molecular chemotherapy, b) genetic immunotherapy, c) the use of corrective gene to
overcome the genetic abnormalities. Gene therapy is a very young and experimental. Therefore there are still many hurdles
preventing researchers for developing fully successful gene therapy. The main hurdle is the gene delivery. The most commonly
vectors in use are nonreplicating viruses derived from retro and adeno viruses. Indeed, nonviral vectors, like "naked" DNA or
RNA incorporated into lipid vacuoles are also of great importance. Several gene therapy applications have already been reported
for pediatric cancer patients in preliminary phase 1 studies. Although no major clinical success has yet been achieved,
improvements in gene delivery technologies and a better understanding of mechanisms of tumor progression and immune escape
have opened new perspectives for the cure of pediatric cancer by combining gene therapy with standard available treatments.
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