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POSTEPY TERAPII GENOWEJ CHOROB DZIEDZICZNYCH

Olbrzymi postep, jaki dokonat sie w ciggu ostatnich kilku lat w zakresie
technologii transferu genu, moznawyttumaczy¢ niezwykta atrakcyjnoscig nowe-
go podejscia metodycznego w leczeniu chorob oraz duzymi mozliwosciami
wykorzystania terapii genowej w przysztosci (Kay i Woo 1994). Wykorzystanie
inzynierii genetycznej w leczeniu chordb genetycznych przez wiele lat rozwazano
w sferze naukowej fantazji (Curtiton 1992). Wraz z rozwojem metod badawczych
pojawity sie realne przestanki uzasadniajgce podjecie pierwszych préb korekty
zaburzen genetycznych. Pierwszy eksperyment kliniczny z transferem genu
deaminazy adenozynowej w celu leczenia ciezkiego, ztozonego zespotu niedoboru
odpornosci zakonczyt sie powodzeniem. Aktualnie obserwujemy wrecz eksplozje
badan terapii genowej i prob szybkiego zastosowania u ludzi uzyskiwanych
wynikéw doswiadczalnych w warunkach in vitro i na zwierzetach laboratoryj-
nych.

Potencjalne mozliwosci ingerencji w informacje genetyczng cziowieka
w celach leczniczych obejmuja terapie genowg komérek somatycznych, terapie
genowa komdérek rozrodczych, wzmocnienie genetyczne oraz genetyczng euge-
nike (Anderson 1992). Z uwagi na mozliwosci techniczne, a przede wszystkim
ze wzgledow etycznych podejmowane eksperymentalne préby obejmujg wytacz-
nie terapie genowg komérek somatycznych. Od terapii genowej nalezy wyraznie
oddzieli¢ czysto teoretyczny termin — genetyczna eugenike, czyli poprawianie
cech populacji cztowieka, takich jak: inteligencja, charakter, osobowo$¢ doko-
nywane pod nadzorem instytucji panstwowych. Poczatkowo wydawato sie, ze
terapia genowa bedzie ograniczona do choréb uwarunkowanych defektami
genetycznymi. W klasycznym ujeciu terapia genowa polega na wprowadzeniu
genu prawidtowego do komorki, ktéra wykazuje jego brak lub posiada gen
zmutowany. Bardzo szybko okazato sie, ze technologia transferu genu moze by¢
wykorzystana nie tylko w chorobach uwarunkowanych genetycznie, ale réwniez
w schorzeniach nowotworowych i infekcyjnych, jak na przyktad w AIDS (G u tier-
rez | wspotaut. 1992, Gilboa i smith 1994). Perspektywicznie terapia genowa
stwarza jakosciowo nowe mozliwosci leczenia wielu choréb. Znakomita wie-
kszo$¢ — okoto 70% zatwierdzonych i przygotowywanych protokétéw préb
klinicznych terapii genowej dotyczy choréb nowotworowych, znacznie mniej
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choréb genetycznych. Aktualnie sa stosowane rézne formy terapii genowej.
Najczesciej terapia genowa choréb genetycznych polega na wprowadzeniu genu
prawidtowego przy pozostawieniu genu z defektem. Ponadtojest mozliwa mody-
fikacja genu in situ zwana ,.chirurgia genowg”, czyli wycinanie zmutowanego
genu lub sekwencji i wprowadzanie prawidtowego odcinka DNA.

Teoretycznie wiekszos¢ choréb wywotana brakiem lub defektem jednego
genu mogtaby by¢ leczona poprzez wprowadzenie i ekspresje prawidtowego genu
do odpowiednich komorek docelowych.

Podejmowane préby kliniczne leczenia choréb dziedzicznych transferem
genu sg zachecajagce, w wielu przypadkach uzyskiwano znaczacg poprawe,
jednakze dotychczas nie udato sie catkowicie wyleczy¢ choroby dziedzicznej
(Anderson 1992, Mulligan 1993).

Celem niniejszego opracowania jest omowienie mozliwosci i perspektyw
zastosowania inzynierii genetycznej komdérek somatycznych w leczeniu chordéb
genetycznych.

LECZENIE CHOROB GENETYCZNYCH

Wiekszos¢ genetycznie uwarunkowanych choréb cztowiekajest dziedziczona
w sposob recesywny. Szereg choréb jednogenowych charakteryzuje sie ciezkimi
objawami obejmujacymi uposledzenie umystowe, zaburzenia widzenia i stysze-
nia, zaburzenia metaboliczne i zwigzane z nimi nieprawidtowosci budowy ciata,
wagi i wzrostu. Leczenie choréb uwarunkowanych genetycznie w wiekszosci
przypadkoéw polega na: ograniczeniach dietetycznych, uzupetnianiu brakuja-
cych czynnikéw, na przyktad witamin, kofaktoréw, usuwaniu z organizmu
substancji toksycznych powstatych w wyniku zaburzonej przemiany metabo-
licznej (Nyiian 199 1). Oproécz leczenia dietetycznego w bardzo wielu zaburzeniach
metabolicznych, uwarunkowanych genetycznie jest stosowana transplantacja
catych narzadow lub tkanek, gtéwnie szpiku kostnego, znacznie rzadziej watroby
i nerek. Pomimo niewatpliwie pozytywnych wynikéw leczenia niektérych choréb
metabolicznych, uwarunkowanych genetycznie, w znakomitej wigekszosci przy-
padkéw petne wyleczenie jest niemozliwe, a uzyskiwane efekty lecznicze sa
krotkotrwale. Z wyjatkiem przeszczepu szpiku, dzieki ktoremu moznaw zasadzie
wyleczy¢ niektére choroby genetyczne, pod warunkiem znalezienia tkankowo-
zgodnego dawcy, bardzo czesto osiaga sie tylko czeSciowo korekte wystepujacych
objawow chorobowych. Niektére choroby uwarunkowane genetycznie moga byc¢
leczone poprzez odpowiednig diete, ktéra jest uzupetniana lub z ktérej sa
usuwane okreslone sktadniki pozywienia (Sweetman 1991). Na marginesie moz-
na doda¢, ze w przypadku wszystkich witamin mamy analogiczne uzupetnianie
diety w substancje nie produkowane przez organizm z uwagi na brak odpowied-
nich genéw. Uzupetnienie — suplementacj e kofaktoréw — witamin mozna uznac¢
za rodzaj skutecznego leczenia braku produkcji witamin przez organizm czito-
wieka. Innym sposobem leczenia choréb uwarunkowanych genetycznie jest
usuwanie z organizmu gromadzacych sig, szkodliwych dla organizmu substancji
(Schneider 1991). Przyktadem moze by¢ choroba Wilsona, w ktérej dochodzi do
odktadania sie w watrobie i centralnym uktadzie nerwowym ztogéw zwigzkéw
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miedzi powodujgcych powazne objawy chorobowe, ktérym mozna zapobiec
poprzez stosowanie Srodkéw wigzacych i usuwajacych miedz z organizmu.
W ciezkiej chorobie krwi — w talasemii, w ktdrej wystepuje defekt genu beta
globiny, dochodzi do akumulacji duzych ilosci zwigzkéw zelaza powodujacych
uszkodzenie serca i watroby, a u dzieci dodatkowo zaburzenia dojrzewania
i wzrostu. Usuwanie z organizmu substancji sprzyja poprawie klinicznej cho-
rych. Dalsza mozliwoscig leczenia choréb uwarunkowanych genetycznie jest
podawanie brakujgcych enzyméw (Hershfield 1991). Przykiadem jest ciezki
ztozony niedobor odpornosci (severe combined immunodeficiency — SCID),
w ktorym brak deaminazy adeniny prowadzi do bardzo ciezkiego zaburzenia
odpornosci, z czym wigze sie duza sktonnosé¢ do ciezkich infekcji, czesto koncza-
cych sie $miertelnie juz w pierwszych latach zycia. Podawanie deaminazy
adenozyny tacznie z glikolem polietylenowym wyraznie poprawia stan zdrowia
chorego, jednakze terapia tajest niezwykle kosztowna. Inng mozliwoscig leczenia
choréb genetycznych sa przeszczepy komoérek lub tkanek (Parkman 1991).
Wspomniany wyzej zesp6t SCID moze by¢ skutecznie wyleczony pod warunkiem
przeszczepu szpiku kostnego catkowicie zgodnego antygenowo z chorym dziec-
kiem. Pomimo istnienia tylu mozliwosci terapii choréb uwarunkowanych gene-
tycznie, koncepcja wprowadzenia funkcjonalnego genu do komoérek lub tkanek
chorego i catkowitego wyleczenia choroby genetycznej, jest niezwykle atrakcyjna
zaréwno dla badaczy, klinicystéw i oczywiscie samego pacjenta.

W wielu przypadkach choréb genetycznie uwarunkowanych nie jest wyma-
gana Scista regulacja poziomu brakujgcego enzymu, jak réwniez utrzymywanie
jego stezenia na poziomie identycznym do obserwowanego u 0s6b zdrowych.
W licznych chorobach metabolicznych objawy kliniczne nie wystepuja w przy-
padku bardzo znacznego obnizenia stezenia brakujgacego enzymu, na przykiad
w hemofilii stezenie czynnika krzepniecia IX w granicach 10%-20% wartosci
stwierdzanych u zdrowych osobnikéw nie wywotuje zadnych objawéw klinicz-
nych. Dopiero dalszy spadek ponizej 1% wigze sie z podwyzszonym ryzykiem
wystgpienia spontanicznych krwiakow dostawowych i zaburzeniami krzepniecia
niezwykle groznymi w przypadku nawet drobnych urazéw (skaleczenie, wyrwa-
nie zeba). Leczenie transferem genu choréb metabolicznych na obecnym etapie
wydaje sie stosunkowo trudne. W wiekszosci przypadkéw do uzyskania efektu
terapeutycznego jest konieczne wprowadzenie genu do komorki z defektem,
ktéra nie zawsze jest tatwo dostepna (np. komorki watrobowe). Mozna przypu-
szcza€, ze w niektérych chorobach, jak na przyktad w hemofilii ektopowa
produkcja czynnikéw krzepniecia skutecznie usunie wszelkie objawy kliniczne.
Natomiast w przypadku fenyloketonurii trudno sobie wyobrazi¢, zeby hydroksy-
laza fenyloalaniny produkowana w innym niz fizjologicznym miejscu, to jest
w watrobie, mogtaby wptynac¢ na zmiane objawéw chorobowych.

UWARUNKOWANIA TERAPII GENOWEJ CHOROB DZIEDZICZNYCH

Pierwsza proba terapii genowej talasemii, podjetaw roku 1980 przez Martina
Clina zakoriczyta sie niepowodzeniem, co byto bezposrednim powodem wstrzy-
mania préb klinicznych na prawie 10 lat (Larrick i Burck 1991). W tym czasie
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rozwoj technologiczny sprawit, ze transfer genéw zostat znacznie dopracowany
pod wzgledem technicznym. Paradoksem jest, ze obecnie leczeniem z wyboru
talasemii jest przeszczep szpiku, a nie transfer genu. Nie wszystkie choroby
genetyczne moga by¢ na rowni poddawane terapii genowej. Przed podjeciem préb
klinicznych jest konieczne spetnienie szeregu warunkow oraz przeprowadzenie
niezbednych doswiadczen in vitro i in vivo na zwierzetach laboratoryjnych.

Wybér choroby do zastosowania eksperymentalnej terapii genowej jest uwa-
runkowany wieloma czynnikami. Na obecnym etapie rozwoju terapii genowej
choréb uwarunkowanych genetycznie w zasadzie obiektem zainteresowan sg
wytacznie schorzenia jednogenowe dziedziczone w sposéb recesywny. Dalszym
warunkiem jest brak alternatywnego leczenia, co moze wigza¢ sie z wysokag
zapadalnoscig i umieralnoscig oséb dotknietych chorobg. Oczywistg sprawgjest
zlokalizowanie defektu genetycznego powodujgcego dang chorobe — komoérka
lub tkanka docelowa musi by¢ jednoznacznie zdefiniowana. Jest konieczna
rowniez mozliwos¢ transferu genu do komaorki z defektem. Transfer leczniczego
genu powinien by¢ wykonany w warunkach in vitro i na zwierzetach doswiad-
czalnych. Bardzo waznym warunkiem jest uzyskanie stabilnej ekspresji braku-
jacego lub zmutowanego genu. W warunkach in vitro nalezy przeprowadzi¢
doswiadczenia z ludzkimi komoérkami docelowymi, ktore po transfekcji powinny
wykazywac ekspresje wprowadzonego genu. W badaniach na zwierzetach jest
konieczne udowodnienie efektu terapeutycznego poprzez zmianeg fenotypu pato-
logicznego na prawidtowy (np. pojawienie sie aktywnosci enzymatycznej). Ko-
morka, do ktérej ma zosta¢ wprowadzony terapeutyczny gen, powinna posiadac
zdolnos¢ do samoodnawiania. Tylko w takim przypadku jednorazowy transfer
genu zapewni diugotrwaty efekt leczniczy (Konhn i wspotaut. 1989).

Podobniejak w przypadku testowania nowych zwiazkow o dziataniu terapeu-
tycznym rowniez w przypadku transferu genu nalezy oceni¢ wystepowanie
ewentualnych objawoéw ubocznych, jak na przyktad zaburzen metabolizmu lub
dziataniamutagennego biatka produkowanego przez wprowadzony gen. Transfer
genu i jego ekspresja prowadzi do pojawienia sie biatka, ktére moze posiadac
wilasciwosci immunogenne. Z sytuacja taka nalezy sie liczy¢é w przypadku
transferu genu, ktéry uprzednio w organizmie nie wystepowat.

Projekt terapii genowej u cztowieka kazdorazowo musi ocenic¢ iyzyko wystag-
pienia objawéw ubocznych w stosunku do osigganego efektu leczniczego, ktory
nalezy poréwnac z wynikami mozliwymi do osiggniecia leczeniem alternatywnym
— konwencjonalnym. W ocenie potencjalnych objawow ubocznych nalezy zwré-
ci¢ uwage na mozliwosci przeniesienia uzytego wektoraw uktadzie wertykalnym,
czyli nadalsze pokoleniai horyzontalnym, czyli nie zamierzong infekcje komérek
prawidtowych (Mirter 1992).

Oprécz uzyskania zgody pacjenta lub jego prawnych opiekunéw powinno sie
przeprowadzi¢ analize wpltywu zastosowanej terapii genowej nie tylko na chore-
go, ale réwniez najego rodzine. Z uwagi na mozliwe niejasnosci, uprzedzenia
oraz emocje zwigzane z transferem genu powinno dazy¢ sie do jak najszerzej
pojetej edukacji spoteczenistwa poprzez rzetelng informacje w sSrodkach maso-
wego przekazu oraz dyskusje z udziatem przedstawicieli r6znych specjalnosci.
Istniejgce juz w wielu krajach ustawodawstwo wymaga uzyskania formalnej
zgody odpowiednich instytucji na podejmowanie wszelkich préb klinicznych
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zwigzanych z transferem genu do komérek somatycznych cztowieka (Danielson
1988).

TRANSFER GENU DO KOMOREK SOMATYCZNYCH

Niezbednym warunkiem podjecia prob terapii genowej u cztowieka jest
uzyskanie odpowiednich nosnikéw — wektoréw, zdolnych do transdukcji okre-
Slonego genu do komdrek docelowych. Wprowadzenie nowego genu do komorki
docelowej i uzyskanie jego ekspresji stanowi podstawowy element terapii geno-
wej. Stad szybki rozwoj metod transferu genu, przydatnych w terapii. Wspélng
cechg wszystkich metod jest uzyskanie efektywnego dostarczenia okreslonego
genu do komorki. Gen mozna wprowadzi¢ do komorki metodami fizykochemicz-
nymi i biologicznymi. W tabeli 1zestawiono metody transferu genu do komoérek.

Tabela 1 Jednag z najwazniejszych

Zestawienie metod wprowadzania genéw do komérek wspdlnych cech wszystkich
metod transferu genu do ko-

I. Metody fizykochemiczne: morki jest wydajnos¢ mie-
1.Transfekcja precypitatu DNA z fosforanem wapnia. rzona efektywng integracja
2. Fuzja DNA z liposomami. wprowadzonego DNA z ge-

nomem gospodarza. Uzycie
wektoréw wirusowych DNA
lub RNA jest zdecydowanie
najbardziej wydajne. Przy
1 Wektory wiruséw DNA — adenowirusow. wprowadzaniu DNA za po-
2. Wektory wiruséw RNA — retrowirusy. moca wektoréw wirusowych
od kilkudziesieciu do 100%
komérek nabywa nowy gen,
natomiast przy zastosowaniu metod fizycznych DNAjest efektywnie wprowadza-
ny dojednej komoérki na 1000, 10000, czy nawet 1 min. Z reguty przy stosowaniu
metod fizykochemicznych wydajnosc¢ jest bardzo rézna. W zasadzie wszystkie
fizykochemiczne metody transfekcji sg stosunkowo mato skomplikowane. Geny
sgwprowadzane i integruja sie z genomem komoérek w sposéb catkowicie losowy.
Bardzo prosta metodg transferu DNA do komoérki jest elektroporacja. Technika
ta umozliwia wprowadzenie fragmentéw DNA do wielkosci 150 kb. Istotng wada
jest uszkadzanie btony komdrkowej, prowadzace czesto do sSmierci komoérki.
Biologiczne wektoiy uzywane do transferu genu sg konstruowane z natural-
nie wystepujacych wiruséw. ldealny wektor wirusowy powinien transfekowac
praktycznie wszystkie komarki docelowe. Wektor taki powinien charakteryzowac
sie wysokim stopniem integracji z DNA genomowym z nastepowq ekspresjg
wprowadzonego genu. Wysoce pozadana bytaby moznos¢ fizjologicznej regulacji
ekspresji wprowadzonego genu. Nalezy zauwazy¢, ze wydajnosc¢ transferu genu,
czyli integracja z genomem komorki docelowej, nie zawsze idzie w parze
z ekspresjg wprowadzonego genu (Lancuyille i wspotaut. 1988).

3. Mikroinjekcja dojadrowa.
4. Elektroporacija.
1. Metody biologiczne:
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WPROWADZANIE GENU EX VIVO | IN VIVO

W terapii genowej wprowadzenie do komoérki genu prawidtowego w miejsce
brakujacego lub zmutowanego mozna dokona¢ w warunkach in vivo oraz in vitro.
W uktadzie in vitro do komadrek docelowych pobranych od chorego terapeutyczny
genjestwprowadzany za pomocg wektorow. Komoérki genetycznie zmodyfikowa-
ne in vitro sg nastepnie wprowadzane do organizmu chorego. Znacznie trudniej-
szym zadaniem jest wprowadzenie genu w warunkach in vivo.

Wektoiy rekombinacyjne uzywane w celu wprowadzania terapeutycznego
genu do réznych komoérek moga byé zastosowane w dwojaki sposéb. Pierwszy
— transfer genu ex vivo obejmuje pobranie od chorego komoérek docelowych,
wprowadzenie in vitro (czyli ex vivo) terapeutycznego genu i wprowadzenie tak
zmodyfikowanych komérek z powrotem do organizmu chorego. Drugi — transfer
genu in vivo polega na wprowadzeniu terapeutycznego genu bezposrednio do
komorek (tkanki) chorego, bez pobierania komérek docelowych. W przypadku
transferu in vivojest konieczne zastosowanie wektora, ktdry z duzg wydajnosciag
i wysoka swoistoscig przenosi gen terapeutyczny do komodrek docelowych.
Dotychczas transfer genu typu in vivo zastosowano jedynie przy wprowadzaniu
genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductor) do komérek srédbtonko-
wych jamy nosowej i pecherzykéw ptucnych (Rosenfeld i wspotaut. 1992, Hyde
i wspotaut. 1993).

WEKTORY RETROWIRUSOWE

W pewnym uproszczeniu mozna powiedzieé, ze sg to retrowirusy, z ktorych
usunieto wszystkie geny wirusowe z wyjgtkiem sekwencji promotorowych. Z tego
wzgledu biatka wirusowe nie sg syntetyzowane przez komérki zakazone wekto-
rami reLrowirusowymi. W miejsce sekwencji wirusowych jest wstawiony gen
przeznaczony do transferu (rys. 1). Z reguly obok genu terapeutycznego do
wektorajest wklonowany gen umozliwiajacy selekcje transfekowanych komérek
w medium hodowlanym. Czynnikiem selekcyjnym czestojest gen neo warunku-
jacy opornos¢ zakazonych komoérek na neomycyne. W ten sposéb tylko komoérki
z wbudowanym wektorem, wykazujace oporno$¢ na neomycyne, rozwijaja sie
w medium selekcyjnym.

Czasteczka retrowirusajest ztozona z podwdjnej nici RNA, kodujgcego biatko
wirusowe (GAG), odwrotng transkryptaze i integraze (POL) oraz biatka otoczki
wirusa (ENV). W celu utworzenia wektora sg usuwane geny gag, poi i env, a na
ich miejsce sa wprowadzane nowe sekwencje. Strukturalne geny wirusa gag, poi
i env oraz sekwencje promotorowe LTR (long terminal repeats) sa niezbedne dla
replikacji i transferu czgsteczek wirusowych z komorki do komorki. Sztucznie
utworzony wektor retrowirusowy nie posiada zdolnosci do replikacji z uwagi na
brak odpowiednich sekwencji. W celu wyprodukowania kompletnej czgsteczki
wirusowej jest konieczne uzycie tak zwanych komorek pakujacych, produkuja-
cych puste otoczki wirusowe. Komorki pakujgce zawierajg wszystkie geny
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WIRUS TYPU DZIKIEGO
5 Y+

LTR GAG POL ENV LTR

WEKTOR Z GENEM TERAPEUTYCZNYM mx: ADA

5

LTR Necr ADA
B
WEKTOR W KOMORKACH PAKUJACYCH
5’ y* 3
Rys. 1. Schemat uzyskiwa-
LTR GAG POL ENV LTR 4 ) )
nia wektoréw retrowiruso-
wych.

WEKTOR Z GENEM ADA

5 y+ A. Do wirusa typu dzikiego
w miejsce gendéw strukturalnych
gag, poi, env jest wprowadzany
gen terapeutyczny ADAwraz z ge-
nem opornosci na neomycyne
NeoR. B. Komoérki pakujace, ze
wzgledu na brak sekwencji T,
Otoczek wirusowych produkujg puste otoczki wiruso-
we, do ktoérych jest ,pako- wany”
wektor z genem ADA. Czasteczka
wirusa z genem ADA jest zdolna
do jednokrotnego zakazenia ko-
morki docelowej bez mozliwosci

LTR NeoR ADA LTR

PRODUKCJA

Czasteczek wirusa namnazania ze wzgledu na brak
z genem ADA strukturalnych genéw wiruso-
wych.

konieczne do syntezy biatek wirusowych z wyjatkiem sekwencji T i produkujag
otoczki wirusa bez FINA. Brak sekwencji T uniemozliwia upakowanie FINA
w otoczce biatkowej. Po wprowadzeniu do komorek pakujacych sekwencji DNA
w wektorze retrowirusowym dochodzi do utworzenia czgsteczek wirionu,
z wprowadzonymi sekwencjami DNA, posiadajgcych zdolnosé¢ do zakazania
komoérek docelowych bez mozliwosci namnazania. Taka czasteczka jest zdolna
dojednokrotnego zakazenia komorki docelowej bez mozliwosci dalszej replikacji
ze wzgledu na brak genow wirusowych. Proces wprowadzania nowego genu przy
uzyciu wektora retrowirusowego nie posiadajgcego zdolnosci do replikacji okre-
Sla sie mianem transdukcji (Huber i wspotaut. 1991) , w przeciwienstwie do
transfekcji-infekcji, w ktorej dzielgce sie czgsteczki wirusa rozprzestrzeniajg sie
do wielu komdrek. Schemat uzyskiwania wektoréw retrowirusowych przedsta-
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wiono na rysunku 1. Najwieksza zaletg wektorow retrowirusowych jest wysoka
wydajnos$¢ wprowadzania gendw do komorek docelowych. Natomiast ich gtéwnag
wadag jest niezdolnos¢ do transdukcji komdrek nie dzielacych sie (Kohn
i wspotaut. 1989).

Z uzyciem wektoréw retrowirusowych wigze sie problem potencjalnych ob-
jawdbw ubocznych, zwigzanych z losowg integracjg retrowirusaw genom komorki
gospodarza. Integracja genéw retrowirusowych moze wywota¢ zmiany o chara-
kterze mutagennym, polegajgce, na przykiad, na aktywacji komoérkowych onko-
gendw. Z doswiadczen na zwierzetach wiadomo, ze retrowirusy zdolne do
replikacji moga prowadzi¢ do aktywowania onkogenéw. Nie wiadomo jak duze
jest prawdopodobieristwo wystgpienia tego typu zmian przy stosowaniu niezdol-
nych do replikacji wektoréw retrowirusowych (Friedmann 1989).

WEKTORY ADENOWIRUSOWE

Wektory bazujgce na adenowirusach moga stac¢ sie najbardziej popularnymi
nosnikami w terapii genowej. Wektory konstruowane na bazie adenowirusow
i tak zwane ,adeno-associated-virus” posiadajg szereg istotnych zalet. Istnieje
mozliwos¢ umieszczenia w nich sekwencji DNA wielkosci kilkudziesieciu kb,
wykazujag tropizm do réznych ludzkich komoérek przy catkowitym braku pato-
gennosci. Dodatkowa zaletajest, ze wektory te nie ulegajg integracji z genomem
gospodarza. Co wiecej, raz wprowadzone geny mogg by¢ usuniete z komorki
poprzez infekcje wirusami pomocniczymi. Najbardziej spektakularnym przykia-
dem zastosowaniawektora adenowirusowego byto uzyskanie ekspresji ludzkiego
genu CFTR (cystis fibrosis transmembrane conductance regulator) po wprowa-
dzeniu do gérnych drég oddechowych szczura jako przygotowanie do podjecia
prob leczenia mukowiscydozy. Ekspresja biatka CFTR utrzymywata sie przez
kilka tygodni po wprowadzeniu wektora adenowirusowego (Rosenfeld i Wspot-
aut. 1992).

KOMORKI DOCELOWE W TERAPII GENOWEJ

Rodzaj komoérek, do ktdiych jest wprowadzany gen majacy dziatanie leczni-
cze, jest uzalezniony od rodzaju schorzenia. W terapii choréb genetycznych
komarkami docelowymi beda te, ktére fenotypowo objawiajq okreslone zaburze-
nia spowodowane istniejgcym defektem genetycznym. W zaleznosci od choroby
genetycznej moga to by¢ komoérki szpiku, watroby, pecherzykéw ptucnych,
fibroblasty skaiy i limfocyty krwi obwodowej. Komoérkami docelowymi w choro-
bach genetycznych moga by¢ réwniez inne, nie dotkniete defektem komérki lub
tkanki. Jako przyktad potencjalnego zastosowania transferu genu do komoérek
innych niz wykazujace zaburzenie genetyczne, moze by¢ uzyskanie produkciji,
na przyktad, insuliny lub czynnikéw krzepniecia krwi przez fibroblasty, ktére
mogtyby ,dawkowac” brakujace czynniki. Jednakze w wiekszos$ci chordb gene-
tycznie uwarunkowanych optymalna komérka docelowa powinna wywodzi¢ sie
z tkanki dotknietej zaburzeniem i posiada¢ zdolnos¢ do samopowielania, czyli
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by¢ w pewnym sensie nieSmiertelng, tak azeby po jednokrotnym wprowadzeniu
genu leczniczego zachowat on swojg aktywnos$¢ praktycznie przez cale zycie
(Ferran i wspotaut. 1991). W przypadku terapii genowej nowotworéw i AIDS
komoérki, do ktérych sg wprowadzane nowe geny, niekoniecznie musza posiadacé
zdolnos¢ do samoodnawiania. Wrecz przeciwnie, optymalnym rozwigzaniemjest
modyfikacja komorki nowotworowej w taki sposéb, azeby w miare szybko
prowadzita do uzyskania efektu leczniczego, po czym powinna sama ging¢ lub
by¢ niszczona. Oddzielng grupe komaérek docelowych stanowig komaérki miesni,
do ktéiych moznaw sposéb bezposredni, droga iniekcji wprowadzaé plazmidowy
DNA sprzezony z terapeutycznym genem. Komaorki miesniowe, aw szczegélnosci
mioblasty, mogg by¢ wykorzystywane do produkcji, na przyklad hormonu
brakujacego w ustroju (Wo 1fi wspotaut. 1990).

TERAPIA GENOWA CIEZKIEGO ZtOZONEGO NIEDOBORU
ODPORNOSCI — SCID

Terapia genowa choréb genetycznych polega nawprowadzeniu do organizmu
prawidtowego genu w miejsce brakujgcego lub uszkodzonego. Wprowadzony gen
powinien ulegac ekspresji tak, azeby jego produkt funkcjonowat jak w organi-
zmie zdrowym. Z wielu chordb genetycznych, ciezki ztozony niedobdr odpornosci
SCID spetniat wszelkie warunki uzasadniajgce podjecie pierwszych prob terapii
genowej (Ferran i wspétaut. 1991). SCID jest spowodowany defektem genu
deaminazy adenozyny (ADA), w wyniku czego dochodzi do zaburzenia réznico-
wania limfocytow T. Defekt genetyczny wystepuje we wszystkich komérkach,
jednakze brak ADA w czasie rozwoju grasicy powoduje selektywng toksycznosé
metabolitéw adenozyny (jak np. tréjfosforan deoksyadenozyny) dla niedojrzatych
limfocytéwT. SCID dziedziczy sie jako cecha autosomalna recesywna, wystepuje
z czestoscia 1 na 100 urodzen. Przebieg kliniczny charakteryzuje sie czestymi
ciezkimi infekcjami wystepujacymi od wczesnego dziecinstwa. Ze wzgledu na
brak odpornosci wszelkie infekcje majg bardzo ciezki przebieg. Nie leczony SCID
prowadzi do Smierci dziecka w pierwszym lub drugim roku zycia. W tabeli 2
przedstawiono krétkg charakterystyke SCID. Stosowane dotychczas leczenie
SCID polegato gtéwnie na przeszczepie tkankowo-zgodnego szpiku kostnego.
Ponadto byto mozliwe leczenie substytucyjne deaminazg adenozyny w polg-

Tabela 2
Charakterystyka ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci — severe combined immunodeficiency
syndrome — SCID

1 Brak enzymu deaminazy adenozyny.

2. Choroba autosomalna recesywna.

3. Czestos¢ wystepowania 1:100 tys. urodzen.

4. Ciezkie oportunistyczne zakazenia od wczesnego dziecinstwa.

5. Selektywna toksyczno$¢ metabolitéw w stosunku do limfocytowT.
6. Blisko 100% S$miertelno$¢ w pierwszych latach zycia.
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czeniu z glikolem polietylenowym (Kohn i wspétaut. 1989). Uwarunkowania
wyboru SCID do podjecia klinicznych préb terapii genowej zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Przestanki uzasadniajace podjecie klinicznych préb terapii genowej w ciezkim ztozonym
niedoborze odpornosci — SCID

1 Sklonowanic ludzkiego genu deaminazy adenozyny — ADA.

2. Zlokalizowany defekt pojedynczego genu prowadzi do utraty aktywnosci enzymu ADA
3. Wyleczenie tylko w przypadku przeszczepu szpiku catkowicie tkankowo-zgodnego.

4. Uzyskanie ekspresji genu ADA w komoérkach transfekowanych in vitro.

5. In vivo transfekowane komérki rosng lepiej niz limfocyty z defektem.

6. Wykazanie terapeutycznego dziatania wysokich dawek enzymu ADA.

7. Szeroki zakres terapeutycznej aktywnosci enzymu ADA.

8. Brak objawéw ubocznych przy podawaniu wysokich dawek ADA

Pierwszego transferu genu ADA do limfocytéw T czteroletniej dziewczynki,
leczonej uprzednio podawaniem ADA w potgczeniu z glikolem polietylenowym,
dokonano 14 wrzes$nia 1990 roku (Curttinton 1990). Do chwili obecnej wykonano
kilka dalszych prob terapii genowej SCID. Wyniki pierwszej terapii sa bardzo
obiecujgce — uzyskano normalizacje zaburzonych parametréw odpowiedzi
immunologicznej komorkowej i humoralnej, a przede wszystkim znaczng popra-
we kliniczng. Leczone dzieci nie musza juz przestrzegac rezimu zycia w warun-
kach steiylnych.

Z uwagi na stosunkowo krétki czas przezycia limfocytéw T uzyskane efekty
lecznicze sg krotkotrwate i transfer genu ADA nalezy powtarzac co kilka tygodni
lub miesiecy. Obecnie podjeto proby transferu genu ADA do komorek szpiku
wzbogaconego w komorki pnia, czyli posiadajacych zdolnos¢ do samoodtwarza-
nia. Jest wysoce prawdopodobne, ze dzieki uzyskaniu efektywnej integracji
i ekspresji genu ADA w komorkach pnia, choroba genetyczna — SCID bedzie
catkowicie wyleczalna po jednorazowym transferze genu (Weattieratt 1991).

PERSPEKTYWY TERAPII GENOWEJ W CHOROBACH GENETYCZNYCH

Obiecujace wyniki terapii genowej ciezkiego ztozonego niedoboru odporno-
sciowego stwarzajg realng szanse na zastosowanie analogicznego podejscia
leczniczego réwniez w innych chorobach uwarunkowanych genetycznie. Pier-
wsze préby u chorych z mukowiscydozag wypadty pozytywnie, co pozwala opty-
mistycznie prognozowaé dalszy rozwéj terapii genowej choréb dziedzicznych.
W przeprowadzonych badaniach in vitro i na zwierzetach uzyskano ekspresje
wielu gendw, ktoiych defektjest odpowiedzialny za szereg chordb genetycznych
u ludzi. Nalezy przypuszczac, ze w najblizszej przysztosSci zostang przeprowadzo-
ne pierwsze proby kliniczne w fenyloketonurii, mukowiscydozie, niedoborze
alfa-l-antytrypsyny, hemofilii i innych (Peng i wspétaut. 1988, Witson i Chowd-
hury 1990, Daiiwspétaut. 1992). W tabeli 4 zestawiono choroby uwarunkowane
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genetycznie, w ktoérych w najblizszych latach beda najprawdopodobniej podjete
pierwsze proby kliniczne z terapig genowg (Strauss 1994, Yei i wspotaut. 1994).

Tabela 4

Clioroby uwarunkowane genetycznie, w ktérych mozliwe jest zastosowanie terapii genowej

Choroba
Zespoty niedoboru
odpornosciowego
Zespo6t Lesch-Nyhana
Fenyloketonuria

Galaktozemia

Choroba Gaucher’a
Choroba Tay-Sachsa
Hemofilia A
Hemofilia D
Niedobdr alfa- 1-antytrypsyny
Mukowiscydoza
Talasemia
Anemia sierpowata
Rodzinna hypercholesterolemia

Dystrofia miesniowa
Duchenne’a

Komérka docelowa

szpik kostny, limfocyty

szpik kostny, fibroblasty skory

hepatocyty
hepatocyty

komorki szpiku
hepatocyty
fibroblasty skoéry
fibroblasty skory
hepatocyty
komorki nabtonkowe
komorki szpiku
komorki szpiku
hepatocyty

komorki miesniowe

OBJAWY UBOCZNE TERAPII

Gen

fosforylaza purynowa
deaminaza adenozyny

fosforybozylotransferaza
hypoksantynowoguaninowa

hydroxylaza fenyloalaniny

urydylotransferaza galaktozy,
galaktokinaza

glukocerebrozydaza
beta-galaktozydaza
czynnik krzepniecia VII
czynnik krzepniecia IV
alfa- I-anty trypsyna
CFTR
beta-globina
beta-globina

receptor LDL

dystrofia

GENOWEJ

Pomimo przedsiewziecia szeregu Srodkow ostroznosci nalezy sie liczy¢
z mozliwoscig wystepowania objawéw ubocznych terapii genowej. Z uwagi na
catkowicie losowa integracje wektora retrowirusowego przenoszacego terapeu-
tyczny gen, istnieje mozliwos¢, na przykiad, wskutek rekombinacji wytgczenia
prawidtowo funkcjonujacego genu, wigczenia genu nieaktywnego, aw szczegol-
nosci aktywacji komérkowych onkogendw, mogacej prowadzi¢ do transformaciji
nowotworowej. Tak wiec w najgorszym przypadku istnieje nawet iyzyko rozwoju
nowotworu. Innym potencjalnym objawem ubocznym terapii genowej moze by¢
indukcja odpowiedzi immunologicznej przeciwko biatku produkowanemu przez
nowo wprowadzony gen. Taka sytuacjamoze mie¢ miejsce szczegd6lnie w chorobie
genetycznej, ktéra moze by¢ wyleczona przez produkcje brakujacego w organi-
zmie biatka, ktére w sensie immunologicznym jest biatkiem obcym. Oprécz
mozliwej immunogennosci trudno przewidzie¢ nastepstwa znacznej, niefizjolo-
gicznej nadprodukcji biatka, kodowanego przez wprowadzony gen (Bouti wsp6t-
aut. 1994).

Przy terapii wektorami retrowirusowymi nie mozna catkowicie wykluczy¢
produkcji wirusa typu dzikiego, co moze sie zdarzy¢ w niezamierzonym zanie-
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czyszczeniu uzywanego wektora wirusem typu helper. Z kolei wektory adenowi-
rusowe moga prowadzi¢ do bezposredniego uszkodzenia komérek nabtonko-
wych. Potencjalne, og6lne objawy uboczne, jak na przykiad gorgczka, dreszcze,
zmiana obrazu krwi, powiekszenie watroby, wysypka i inne moga by¢ zwigzane
z rodzajem, dawka, sposobem podania wektora, jak roéwniez z wielkoscia
i modulacja ekspresji wprowadzonego genu (Ostrove 1994).

ASPEKTY SOCJALNE | ETYCZNE TERAPII GENOWEJ

Przed 20-tu laty postep w inzynierii genetycznej zostat tylko na bardzo krétko
przyhamowany futurystycznymi przepowiedniami produkcji bezmoézgowych ro-
botéw lub katastroficzng pandemigwirusem grypy przenoszacym smiercionosny
gen rakowy. Obecnie juz nikt nie kwestionuje potrzeby uzyskiwania metodami
inzynierii genetycznej lekow stosowanych na coraz szersza skale — insuliny,
czynnikéw krzepniecia, hormondéw wzrostu i szczepionki przeciwko wirusowemu
zapaleniu watroby. Wiekszos¢ kwestii etycznych dotyczy samej, catkowicie nowej
technologii powodujacej bezposrednie zmiany w materiale genetycznym cztowie-
ka. Istnieje duza zbieznos¢ pomiedzy leczeniem ciezkiego ztozonego niedoboru
odpornosci przeszczepem szpiku i terapig genowg. W pierwszym przypadku
wprowadzamy do organizmu obce komoérki z prawidtowym genem, w drugim
tylko prawidtowy gen. Terapia genowa komoérek somatycznych nie wptywa na
geny przekazywane potomstwu. Wysuwane sg zastrzezenia o coraz bardziej
mechanistycznym traktowaniu cztowieka bez zwracania uwagi na aspekty so-
cjalne i moralne zwiazane z zyciem ludzkim. Z drugiej jednak strony lepsze
poznanie genetycznych aspektéw zycia powinno przyczyniac¢ sie do wiekszego
poszanowania zycia czlowieka. Jednakze w przypadku osiggniecia sukcesu
terapii genowej w ciezkich schorzeniach, moze zajs¢ pokusajej zastosowania nie
do leczenia lecz dla ,poprawiania” na przyktad urody, sity miesniowej, wzrostu,
koloru oczu (Mirtter 1994). Teoretycznie istnieje mozliwo$¢, ze rodzice zamiast
wymysinej diety, uprawiania sportu, wyksztatcenia, bedg chcieli dodatkowo
zaaplikowa¢ swemu potomstwu terapie genowa w celu posiadania ,idealnego”
dziecka. Rozwazania nad tego typu problemami sg bardzo spekulacyj-
ne i powinny byc¢ zastepowane szerokg dyskusja na temat realnych mozliwo-
Sci i korzysci terapii genowej dla, jak sama nazwa wskazuje, leczenia ludzi
choiych (Lediey 1987).

PRZYSZtOSC TERAPII GENOWEJ

Prawdopodobnie w najblizszych latach badania zostang skoncentrowane nie
na klasycznych chorobach genetycznych, a przede wszystkim na nowotworach
i to zarbwno w sensie leczenia, jak i zapobiegania przerzutom oraz niszczenia
opornych na konwencjonalng terapie komoérek rakowych, tak zwanych resztko-
wych.

Oprocz choréb jednogenowych, ktéiych terapia genowa bedzie stanowita
leczenie przyczynowe, w chorobach wieloczynnikowych, na przyktad w chorobie
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Alzheimera, Parkinsona, schizofrenii bedzie mozna zastosowac¢ genetyczne le-
czenie objawowe, usuwajgce bardzo przykre dolegliwosci tych chordb.

Nie mozna wykluczy¢, ze w przysztosci terapia genowa bedzie miata duze
zastosowanie réwniez w chorobach wewnetrznych, gtéwnie w schorzeniach
uktadu krazenia. Jako przyktad mozna podac juz rozpoczete préby kliniczne
leczenia wybranych postaci rodzinnej hypercholesterolemii poprzez transfer
gendw dla receptora LDL (low density lipoprotein). Wydaje sie, ze wraz z nowymi
odkryciami dotyczgcymi genetycznej predyspozycji wystepowania wielu choréb
terapiagenowa znajdzie zastosowanie réwniez w zapobieganiu ich wystepowania
(Karpi Broder 1994).

Chirurgia urazowa bardzo odlegta od terapii genowej moze w przysztosci
wykorzystywacé transfer genéw dla substancji biologicznie czynnych w celu
szybszego gojenia sie ran i ,naturalnej” — bez udziatu antybiotykéw — ochrony
przed zakazeniem (Larrickd Burch 1991).

Terapia genowa dopiero zaczyna sie rozwijaé. DziSjeszcze nie mozemy mowic
0 przetomie leczenia chordb dzieki inzynierii genetycznej. Nie mozna jeszcze
stwarza¢ nadziei, szczeg6lnie ciezko chorym na cudowne wyleczenie za pomoca
nowej formy terapii. Mozna mie¢ natomiast pewnosé, ze terapia genowa bedzie
stawata sie coraz powszechniejszg i skuteczniejszg forma leczenia i zapobiegania
wielu chorobom.

PROGRESS IN GENE THERAPY OF HEREDITARY DISEASES
Summary

This paper presents an overview of somatic human gene therapy, gene transfer methods and
construction of appropriate vectors, present and potential target cells for gene transfer, choice of
appropriate disease to be treated by gene therapy, promising candidates for somatic gene therapy,
side effects, some ethical considerations and future perspectives of curing genetic diseases bg
somatic gene therapy.

Most of the social and ethical questions concerning gene therapy have been raised in the context
of other novel medical interventions. For the first time in human history it is possible to alter the
human genome directly. Somatic gene therapy does not pose ethical problems significantly different
from those represented by other types of experimental therapy, such as organ transplantation,
recombinant pharmaceuticals or modern surgical techniques. It can be said that the medical world
is convinced of the neccessity of future application of gene therapy, but information on potentials
and problems of this new technology should be widely disseminated to the public.

We can hope that significant improvements in gene transfer techniques over the next few years

will result in very precise human gene targeting and thus lead to effective treatment of many
hereditary disorders.
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