HET NEWCASTLE DISEASE VIRUS
Inleiding

Het Newcastle Disease Virus (NDV) is de naam die Doyle gaf aan een zeer
besmettelijke virale vogelinfectie, ook wel in het Nederlands bekend als de
vogelpest, die voor het eerst in 1926 werd geconstateerd op een boerderij in de
buurt van Newcastle upon Tyne, Groot-Brittannié.

Het New Castle Disease Virus moet niet verwisseld worden met het vogel griep
virus, dat tegenwoordig SARS kan veroorzeken. Het vogelpestvrius is dus absoluut
onschadelijk.

Kort na de eerste uitbraak van deze ziekte in Newcastle volgden nog twee gevallen
in het Verenigd Koninkrijk, een in Somerset en de andere in Staffordshire.
Ongeveer tezelfdertijd werd een ziekte met vergelijkbare symptomen waargenomen
op Java (in de hoofdstad, nu bekend onder de naam Jakarta), Indonesi€, en kort
daarna in andere gebieden in zuidoost-Azi€, in het bijzonder in de buurt van
zeehavens aan de Indische Oceaan. Cross-immunitytesten toonden aan, dat de
virussen die in zuidoost-Azi€ werden geisoleerd identiek waren aan die welke in
Newcastle upon Tyne waren gevonden. De veroorzaker van de ziekte in Newcastle
upon Tyne werd geidentificeerd als een virus dat afweek van de vogelpest



(vogelgriepvirus), hoewel de symptomen wel enige gelijkenis vertoonden. Het
wordt aannemelijk geacht, dat het virus was overgebracht per schip van zuidoost-
Azié naar Newcastle upon Tyne. Waar hij ook vandaan komt, de nieuwe ziekte stak
de kop op en verspreidde zich snel [1,2,3].

een aantal flesjes met een vlakke zijkant waarin menselijke kankercellen van verschillende
aarden (borstkanker, prostaatkanker, etc.) worden gekweekt en andere soort buisjes.

De toepassing van virussen bij kankerbehandeling was gebaseerd op
verslagleggingen sinds het begin van de twintigste eeuw betreffende duidelijke
verbeteringen bij een kankerpatiént na natuurlijke, virale infecties of vaccinaties
tegen virale ziekten, b.v. rabiés [4].



een tweede kast voor het levensvatbaar houden van kankercellen door de juiste media

In 1965 gebruikten Cassell en Garrett [5] voor het eerst een levend Newcastle
Disease Virus (NDV) opzettelijk om een menselijke kankervariant te behandelen,
door het intratumoraal toe te passen op een patiént met baarmoederhalskanker. De
toepassing van NDV werd van belang na 1968, toen een gevogelteboer leed aan
uitgezaaide maagkanker, die een spectaculaire klinische verbetering liet zien, nadat
hij in contact was gekomen met NDV door vogelpestuitbraak [6]. Volgens de
rapporten over het anti-neoplastische effect van NDV hebben een paar
wetenschappelijke onderzoekers een stam van NDV, genaamd MTH-68/H,
gebruikt om een variéteit aan menselijke, kwaadaardige ziekten te behandelen.

Structuur

Het ongesegmenteerde virus, met een negatief getwijnde RNA-structuur, is
enigszins bolvormig en omgeven door een membraan (envelope). Het is



spiraalvormig en heeft een holle kern. Het voornaamste eiwitonderdeel van de kern
1s het kerneiwit (nucleocapside proteine, NP). De twee overige proteinen,
phosphoprotein (P) en large protein (L) zijn eveneens verbonden met de kern. De
membraan (envelope) is vettig, dubbellaags en is ontleend aan celmembraan van de
gastcel; het heeft daarin ingebed en uitpuilend de 'spike' glycolproteine met een
wand van agglutinine neuraminidase (HN) en fusion (F). The matrixproteine (M)
bevindt zich tussen de nucleocapside en de virale envelope. [1,2,3].

een kijkje in de broedkast waar het virus 5p menselijke kankercellen worden gekweekt



Professor Gorter heel geconcentreerd virus aan het pipeteren

Het virus is niet pathogeen voor mensen, behoudens in zeldzame gevallen, waar
een overdracht van de infectie op mensen die in gevogeltesector werkzaam zijn,
mogelijk is door inademing. Sommige verdunde NDV-strains hebben oncolytische
eigenschappen in menselijke tumoren gemarkeerd [2]. Verdunde NDV-strains
worden reeds meer dan 40 jaar gebruikt en hebben genetische stabiliteit betoond,
zonder antigeest.

Volgens de gegevens repliceren oncolytische NDV-strains zoals MTH-68/H zich
selectief in menselijke tumorcellen, vernietigen deze, terwijl non-neoplastische
cellen onaangedaan blijven [3,8,9,10]. Het algemene type NDV is de 'agent' van het
Newcastle Disease Virus van kippen.

Gedrag jegens kankercellen

Onze kennis betreffende het tumorvernietigende gedrag van de oncolytische,
verdunde NDV-strains neemt, mede dankzij het werk van de werkgroep in het



Medical Center Cologne, met de dag toe. Er zijn twee manieren waarop virussen
hun gastcellen kunnen vernietigen: 1. door necrosis of lysis door hun buitensporig
snelle vermeerdering en 2. door geprogrammeerde celdood in 3 a vier dagen,
apoptosis. [7].

Professor Gorter zelf achter de werkbank om het virus te pipetteren.

Volgens pilotstudies betreffende de interactie tussen NDV en tumorcellen doen
zowel lysis als apoptosis hun werk [8,12,13,14]. Het apoptotische effect van MTH-
68/H 1is bestudeerd in de PC12 rat pheochromocytoma-cellijn [8,12]. Het is
gebleken, dat PC 12-cellen werden gedood door MTH-68/H, afhankelijk van de
dosis. De celdood ging vergezeld door internucleosomale DNA-fragmentatie, een
karakteristieke eigenschap van apoptosis. Een korte blootstelling aan MTH-68/H
was reeds voldoende om een volledige apoptose te bewerkstelligen.

Om oncolyse en apoptose te verkrijgen is een juiste targeting van het virus op de
tumorcellen van cruciaal belang. NDV-glycoproteinen hechten =zich aan
speekselzuur als gastcelvlies [13]. Aangezien speekselzuurreceptoren breed
verspreid in verscheidene celtypen voorkomen is de targeting van NDV naar
menselijke ectoderme, mesenchyme en neuro-ectoderme tumorcellen begrijpelijk
[15]. Hoewel, het is nog onvoldoende opgehelderd, waarom het NDV alleen
neoplastische cellen aanvalt, terwijl normale cellen, die ook speekselzuur
oppervlakontvangers vertonen, niet aangevallen worden. Desalniettemin, het wordt



steeds duidelijker, dat NDV direct oncolytisch en apoptotisch effect scoort en

verantwoordelijk is voor klinisch effect. De immunomodulatorkracht van de

behandeling met het levende, verdunde NDV kan ook een belangrijke actieve bijrol

spelen. De voordelige effecten en goede toepasbaarheid van levende, oncolytisch

verdunde, NDV-strains, zoals MTH-68/H, zijn gebaseerd op drie belangrijke

features:

1. zij vallen alleen neoplastisch getransformeerde cellen aan en laten normale
cellen onaangeroerd [10,15] (Z. Fabian c.s., ongepubliceerde resultaten);

2. ze zijn tot replicering in staat en vernietigen hun gasttumorcellen [10]; en

3. de verdunde NDV-strains zijn stabiel, hebben een uitgebreide
veiligheidsdatabase en worden goed verdragen door pati€nten, met minimale of
geen bijeffecten.

MTH-68/H wordt uitsluitend gebruikt wanneer de overige klassieke anti-
neoplastische behandelingen gefaald hebben c.q. niet meer werken. MTH-68/H
blijkt een krachtig wapen te zijn tegen de meest kwaadaardige neuro-ectodermale
tumor, glioblastoma multiforme, en de toepassing heeft niet alleen voordelen met
betrekking tot de huidige chemotherapie, maar ook bij sommige nieuwe
therapeutische benaderingen. Wetenschappelijke klinische proeven met MTH-68/H
zijn in voorbereiding om de doeltreffendheid van de therapie met dit virus op
grotere schaal te bewijzen, zowel bij neuro-oncologische als bij oncologische
patiénten.



Professor Gorter geeft aanwijzingen over hoe voedingsbodems voor het Newcastle Disease Virus
moet worden behandeld.

Een NDV stam, die het sterkste oncolytisch werkt, is de stam Rome. Stam Rome
wordt ook nog op menselijke tumorcellen gekweekt en daadoor wordt de
effectiviteit nog meer vergroot. In het Medical Center Cologne wordt nu itsluitend
met het Newcastle Disease Virus stam Rome gewerkt.

Toepassing

Reeds ruim dertig jaar geleden werd een begin gemaakt met de toepassing van
oncolytische virustherapie bij het behandelen van menselijke neoplasma's. MTH-
68/H, een levende, verdunde, oncolytische, virale strain van het Newcastle Disease
Virus, is een van de virussen die gebruikt worden bij de behandeling van
verschillende kwaadaardige aandoeningen. Met betrekking tot de ongunstige
resultaten van de conventionele modaliteiten in de behandeling van menselijke
kwaadaardige aandoeningen werden nieuwe therapeutische methoden aangewend
om de groei van de tumor tot staan te brengen. Een van deze methoden is het
gebruik van verdunde virussen om menselijke maligniteiten te behandelen
[16,17,18]. De toepassing van virussen bij de behandeling van kanker is gebaseerd



op anekdotische verslaglegging bij tijdelijke verbetering van kanker na natuurlijke
virale infecties of vaccinaties tegen virale ziekten.

Cassell en Garrett waren de eersten die gebruik maakten van het levend NDV-
materiaal om kanker bij mensen te behandelen, door het intratumoraal toe te passen
[5]. De toepassing van NDV werd vooral belangrijk na 1968, nadat een patiént een
spectaculaire klinische verbetering had doorgemaakt, nadat hij met een
vogelpestepidemie te maken had gehad [6].

nu is het juiste medium uitgezocht !

Na de verslagen over het anti-neoplastische effect van NDV bewerkten een paar
wetenschappelijke onderzoekers de verdunde NDV-strain, MTH-68/H genaamd,
om er een verscheidenheid aan menselijke kwaardaardige aandoeningen mee te
behandelen [6,7]. MTH-68/H werd ontwikkeld tot een zeer zuiver, gemakkelijk
oplosbaar product, dat levend oncolytisch viraal materiaal bevat en dat in staat is
zich te vermenigvuldigen. Dit materiaal werd verpakt per liter.

Een Fase II klinische trial die gebruik maakte van MTH-68/H werd gecompleteerd
in 1991: patiénten met diverse kwaadaardige aandoeningen, die niet meer



reageerden op de conventionele therapieén, werden behandeld met de
inhalatievariant.

in deze grote broedkast wordt op lichaamstemperatuur verschillende soorten kankercellen
gekweekt opdat later het Newcastle Disease Virus er goed en snel op kan groeien. De flessen
roteren liggend heel langzaam in de broedkast.

Het oncolytische potentieel van MTH-68/H wordt gekenmerkt onder
weefselcultuurvoorwaarden. MTH-68/H is cytotoxisch gebleken, zoals werd
gemeten door de 'W. celgiftigheidstest'. Er werd op zes tumorcelsoorten getest:

PC rat pheochromocytoma

B16 muismelanoma, Cos.

SV-40-getransformeerde apenniertumor

HeLa menselijke baarmoederhalskanker

MCEF-7 menselijke borstklierkanker en 293T

Het adenovirus 5 DNA-getransformeerde menselijke niercellen

Glioblastoma Multiforme.

YVVVYVVVYVYYVYY
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De titerafthankelijkheid van het celgiftige effect van MTH-68/H toonde de
verschillen tussen deze tumorcelsoorten aan. De replicatie van het virus in twee van
de tumorcelsoorten werd getest. Het non-neoplas-tische NIH3T3 muisfibroblast en
Rat-1 rattenfibroblast waren volledig bestand tegen het celdodende effect van
MTH-68/H (Z. Fabian en J. Szeberenyi, ongepubliceerde resultaten).

In PC12-cellen, een breed gebruikte modelcellijn voor differentiatie, werd door
MTH-68/H een titerathankelijke apoptotische DNA-fragmentatie bewerkstelligd
[8,12]. De resultaten van deze celcultuurstudies ondersteunen in hoge mate de
aanwijzing dat MTH-68/H, naast een potentieel immunostimulatief effect, zijn
antikankeractie uitvoert door een directe en selectieve aanval op en doding van
tumorcellen [33].

Klinische ervaring

Pollak c.s. [20] beschreven twee casussen van radicale operatieve therapie zonder
recidief binnen tenminste tien jaar en herziene vergelijkbare casussen in de
literatuur. Salvati c.s. [21] rapporteerden over elf patiénten met GBM die nadat de
diagnose was vastgesteld nog tenminste vijf jaar leefden. Yoshida c.s. [22]
beschreef twee gevallen van mensen die langer dan tien jaar leefden na het
verwijderen van GBM uit de frontale lob, gevolgd door chemotherapie en
radiotherapie; zij beschouwen de radicale operatieve verwijdering van de tumor en
de relatief jonge leeftijd van de patiénten als de hoofdfactoren van het lange
overleven.
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Professor Gorter met Dr Gerhard Noss en trouwe laborante en medewerkster na de gedane
arbeid

Een speciaal type glioblastoma multiforme, histologisch gekarakteriseerd door de
overheersing van bizarre, veelkernige reuzencellen, vertegenwoordigt een
specifieke subgroep, die zich onderscheidt door een gunstiger prognose en long
term survival. Klein c.s. [23] nam de literatuur nog eens door en voegde er de casus
aan toe van een kind, dat 11 jaar leefde na de operatie, en die op het moment van
publicatie nog steeds in leven was. Deze speciale subgroep behandelt ongeveer 5%
van de GBMs [23]. Reuzencelglioblastoma’s vormen een specifieke groep binnen
de moleculaire genetische studies [24]. De vraag rijst, of in de voorgaande gevallen
de reuzencel herkend is en of tenminste een deel van de gevallen met long term
survival niet eigenlijk tot deze subgroep behoort.

Gentherapie mikt op de introductie van additioneel genetisch materiaal dat is
vertaald in proteinen in de tumorcel en die de ongecontroleerde, snelle toename
neutraliseert. Als bacildrager voor gentransfers worden genetisch gemodificeerde
retrovirussen, adenovirussen, coxsackievirussen en een verdund herpes simplex
virus gebruikt. Voor wat betreft de glioma’s hebben dwarsdoorsneden van suicidale
genen, zoals het herpes simplex virus tymidine kinase of antiangiogene genen,
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tumor onderdrukkende genen zoals pS3 en E2F-1, van celoppervlaktereceptoren en
van genen, op de voorgrond gestaan van het wetenschappelijke onderzoek om
apoptosis (b.v. box) te induceren [25,26,27,28].

Therapie met oncolytische virussen is niet nieuw; er bestaat een groeiende interesse
voor deze behandeling onder de oncologen [4,29,30]. Diverse virusstrains, inclusief
retrovirussen, adenovirussen, het herpes virus, parvo- en paramyxivirussen werden
oncolytische eigenschappen toegedicht [4,31]. Misschien is de meest effectieve

klinische ervaring wel bereikt met het paramyxovirus, de stam NDV, waarop
MTH-68/H is gebaseerd [6,7].

Om het antitumoreffect te onderzoeken van NDV, vond LJ Xue, dat het sterk
onderdrukkende effect van NDV voor wat betreft de groei van deze tumorcellen
effectief was, ongeacht de dosering. Zij concludeerden, dat het NDV een potentiéle
antitumoragent [32] zou kunnen zijn. Al eerder toonde V. Zaitsev, dat NDV een
eiwit had, genaamd hemagglutinin neuraminidasa (HN), dat speekselzuur
herkenning vermocht, hiermee bewijs leverend voor zijn betrokkenheid bij cell
fusion [34].

V. Dolganiuc onderzocht de associatie van het NDV fusion (F) proteine met
cholesterolrijke vliesdomeinen en vond dat een specifieke plaats van het F-eiwit
niet vereist is voor cell-to-cell fusion [35]. In principe tonen de resultaten van N.
Bar-Eli aan, dat NDS voorkeursschade toebrengt aan lymphomacellen, boven niet-
maligne, normale cellen[36]. Het HN-eiwit van het NDV speelt een cruciale rol in
het proces van infecteren, stelt Z. Huang, het bevestigt de hypothese, dat de
virulentie van NDV multigeen is en dat de splitsing van F-proteinen alléén niet de
virulentie van een strain bepaalt [37].

Toepassing van het Newcastle Disease Virus in het Keulse Model
In het Keulse Model, binnen het Medical Center Cologne, is het NDV stam Rome
onlangs geintroduceerd voor de behandeling van (in de eerste plaaats) solide

tumoren. Het NDV stam Rome is in zijn geheel gesequenteerd en daarmede geheel
bekend.
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Het virus wordt gemaakt in het laboratorium van Dr Gerhard Noss, viroloog, en
Robert Gorter, hoofd van het MCC, in Bad Segesberg in de buurt van Hamburg in
Duitsland (zie foto’s). Niet alleen wordt net NDV stam Rome daar gefabriceerd
maar ook bepaalde sterk-werkende oncolytische reovirussen en andere oncolytische
virussen. Prof. Gorter maakt het virus zelf en soms onder het wakende oog van Dr
Noss.

in dit gebouw is het Instituut en laboratorium voor het kweken van oncolytische virussen in Bad
Segesberg bij Hamburg gehuisvest.

Patiénten die geschikt zijn voor behandeling met NDV stam Rome zullen
gewoonlijk NDV ontvangen door middel van een intra-arteri€le catheter om het
virus zo dicht mogelijk bij de tumorplaats in te brengen. Wij van Medical Center
Cologne werken nauw samen met twee uitermate ervaren artsen (Dr. Stefan
Mircklin en Dr. Bérbel Breshan), die gespecialiseerd zijn in het implanteren van
deze catheters.

Een tweede vorm van toepassing is om het NDV intratumoraal in te brengen. Of

een intra-arteri€le catheter gebruikt wordt of dat het virus intraveneus of direct in
de tumor ingespoten wordt (zoals bij intracraniale tumoren) hangt van diverse
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factoren af. Het virus kan ook intraveus of per inhalatie (dm.v. een vernevelaar)
worden gegeven

De eerste ervaringen met deze behandeling zijn zeer positief uitgevallen en een
uitgebreidere klinische studie is in voorbereiding om de doeltreffendheid en de
mogelijke bijeffecten te documenteren.
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